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Frappés des analogies des bacilles pyocyaniques et; du 
bacille de Whilmore, nous avons entrepris ce travail pour 
tenter de les rattacher & un méme groupe. 

La bactérie isolée en Malaisie par Whitmore en 1912, 
retrouvée en Birmanie par Stanton et Flechter en 1913 et 1917, 
puis en Cochinchine par Pons en 1925, fut rapprochée par les 
bactériologistes anglais du bacille morveux en raison des 
lésions et des états pathologiques qu'elle provoque. Cependant, 
en 1926, Legroux et Pons estimaient, 4 la suite d’une étude 
précise, qu'on pouvait d’aprés l’aspect microscopique et l’aspect 
des cultures aussi bien que d’aprés les lésions engendrées, 
rattacher Bac. Whitmort a Bac. pyocyaneus peut-étre aux 
variétés pyocyanoides. 

Nous avons pu étudier les souches de bac. de Whitmore 


(1) La majeure partie de ce travail a été faite en 1929, le7départ de l'un de 
nous pour l'Indochine l’a suspendu; nous avons pu le reprendre en 1932. 
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isolées par Pons, puis par Morin & Saigon et par Mesnard a 
Hanoi. Notre ami Pons nous a remis les souches de Stanton et 
Flechter, nous l’en remercions vivement. 

Nous avons choisi parmi les b. pyocyaniques de la collection 
de l'Institut Pasteur une variété achromogene (variété O'S, 


Gessard). 


I. — Morphologie et caractéres culturaux. 


Morphologiquement les bac. de Whitmore et pyocyanique se 
présentent sous l’aspect d’un batonnet trés mobile, le bac. de 
Whitmore est péritriche, le b. pyocyanique est holotriche; ils 
ne forment pas de spores, se colorent facilement par les cou- 
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leurs daniline et ne restent pas colorés par la méthode de 
‘Gram ; leurs dimensions suivant l’dge des cultures varient de 1 
a 6» delong sur 0,5 41» de large. 

Les caractéres culturaux sont résumés dans le tableau de la 
page précédenle. 

Les milieux de culture sur lesquels le b. de Whitmore s’est 
-développé présentent aprés quelques jours une colorotion brun 
foncé due & |’élaboration d'une tyrosinase, les b. pyocyaniques 
ont la méme propriété. 

Le tableau précédent nous montre combien ces germes sont 
comparables ; les dilférences de fermentation des hydrates de 
carbone sont insuffisantes pour les éleigner l’un de l'autre ; 
nous connaissons depuis longtemps ces différences dans le 
groupe des b. dysentériques, ou des b. typhiques ou para- 
typhiques. 

De plus, en ce qui concerne le bacille de Whitmore lui- 
méme, nos recherches nous ont montré que pour une méme 
-souche les réactions biologiques, et en particulier les fermenta- 
tions sucrées, sont extrémement variables selon qu'il s’agit de 
germes provenant de colonies plissées ou de colonies grasses. 


Nous qualifions de plissé et de gras les aspects de colonies qui ont été 
décrits en 1920, par R. Legroux et J. Magrou (Ces Annales, 34); au moyen de 
coupes pratiquées a travers ces colonies, ils ont montré un état organisé des 
cultures bactériennes dt 4 Ja lyse dune grande quantité des bactéries, 
comme le prouvent les nombreuses figures de leur mémoire. Nous sommes 
donc en droit de préférer le terme des colonies plissées et colonies grasses 
aux termes rough et smooth qui ont été appliqués plus tard sans tenic compte 
de l’antériorité des descriptions de Legroux et Magrou. Ces états des colonies 
_-sont dus d’aprés Legroux (Ces Annales, 39; €. R. Soc. Bio!., 109) A une prélyse 
ou lyse partielle des cellules bactériennes. 


En partant de la souche isolée par Mesnard 4 Hanoi, nous 
avons pu obtenir 4 I|’état de pureté, et repiquables en séries, 
des colonies plissées et des colonies grasses parfaitement 
stables dont nous réunissons quelques caractéres biochimiques 
dans le tableau de la page suivante. 

Les germes provenant des colonies plissées sont done doués 
d’un pouvoir de coagulation du lait et de liquéfaction de la 
gélatine bien supérieur 4 celui des germes provenant des colo- 
nies grasses : quant au pouvoir saccharolytique, la différence 
est des plus considérables, non seulement au point de vue quan- 
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titatif mais au point de vue qualitatif et nous montre le peu 
d'importance quil faut attacher pour lidentification d’un 
cerme & des réactions aussi inconstantes et irréguliéres. 
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(1) Trés abondante culture en présence de glycérine. 


Ces différences de réactions entre les cultures plissées et 
grasses peuvent peut-étre s’expliquer par le fait que dans les 
cultures grasses l’enveloppe ectoplasmique gonflée de la bac- 
térie constitue un obstacle a la diffusion rapide des diastases 


élaborées par l’endoplasme. Nous avons cherché, en faisant 


éclater le corps microbien, & mettre ces diastases en liberté et 
& obtenir avec un extrait aqueux de bactéries grasses les mémes 
résultats qu’avec les cultures plissées. 


PREMIERE EXPERIENCE. — 3 boites de Roux gélose ordinaire sont ensemencées 
avec du b. de Whilmore gras. Aprés vingt-quatre heures de culture 4 37° 
les corps microbiens recueillis par raclage dans une petite quantité d’eau 
physiologique (5 cent. cubes par boite) sont traités par lacétone et desséchés 
dans le vide sulfurique. L’extrait aqueux obtenu en émulsionnant des corps 
microbiens, soit dans l'eau distillée, soit dans l'eau physiologique, s’est montré 
sans action sur le lait, la gélatine et les trois sucres choisis, lactose, mal- 
tose et saccharose. 


DEUXIRME EXPERIENCE. —5 boites de Roux gélose ordinaire sont ensemencées 
avec du b. de Whitmore gras. Aprés vingt-quatre heures d’étuve 4 37° nous 
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mettons en suspension les corps microbiens dans l’eau physiologique (3 cent. 
cubes par boite). L’émulsion trés épaisse recueillie est divisée en deux 
parties égales: la premiére partie est centrifugée et le liquide surnageant est 
filtré sur bougies L* (= filtrat eau de lavage); la deuxitme partie ‘est 
chauffée en tubes scellés une demi-heure au bain-marie a 52°, puis centrifugée, 
et le liquide clair est filtré sur bougie L* (= filtrat 52°). Le filtrat eau de 
lavage est réparti ala dose de 2 cent. cubes dans des tubes de lait, de 
gélatine, d’eau physiologique tournesolée, lactosée ou saccharosée Aa 
2 p. 100, d’eau distillée tournesolée, lactosée ou saccharosée a2 p. 100. Enfin, 
des tubes contenant 2 cent. cubes de filtrat pur sont additionnés de tournesol 
de lactose ou de saccharose. 

Une série de tubes absolument identiques est faite avec le filtrat 52¢- 
Chaque série comporte des témoins : milieux sucrés tournesolés sans addi- 
tion de filtrat, filtrat pur tournesolé sans addition de sucre. 

Tous les tubes sont portés a l’étuve 4 37°. Au bout de vingt heures, les 
tubes de lait sont coagulés, les tubes de gélatine portés a la chambre froide 
restent liquéfiés. Les tubes contenant des sucres ne présentent aucun 
virage. Les résultats sont absolument comparables pour le filtrat eau de 
lavage et le filtrat 52°. 


TROISIEME EXPERIENCE. — Pensant que peut-étre le germe pour élaborer sa 
diastase saccharolytique devait se développer sur un milieu sucré nous 
avons repris la méme expérience en remplacant dans les boites de Roux la 
gélose ordinaire par de la gélose saccharosée. Les résultats ont été iden- 
liques. Nous avons mis facilement en évidence la présure et la diastase 
gélatinolytique, mais aucune diastase saccharolytique. 


QUATRIEME EXPERIENCE. — Craignant que les diastases saccharolytiques 
soient détruites par oxydation ou adsorption au moment de la filtration sur 
L’, nous avons utilisé, pour la stérilisation des cultures, les essences qui 
tuent les germes en laissant intactes les diastases (1). 

Six grandes cuvettes de 30x 30 contenant de la gélose nutritive sont 
ensemencées au pinceau, 3 avec du Whitmore gras, 3 avec du b. de Whitmore 
plissé, puis mises 4 l’étuve 4 37° pendant vingt-quatre heures. La récolte des 
corps microbiens est faite par raclage 4 sec. Les corps microbiens sont 
répartis dans des fioles Fourneau (2 pour le germe gras, 2 pour le germe 
plissé) contenant respectivement 20 cent. cubes d’eau physiologique addi- 
tionnée de XX goultes d'un mélange a parties égales d'alcool absolu et 
d’essence de cannelle. Aprés trois jours de contact a la température du 
laboratoire, il ne reste plus aucun germe vivant. 

L’extrait aqueux du Whitmore gras ainsi obtenu est réparti a la dose de 
2 cent. cubes dans des tubes de lait, de gélatine A la dose de 4 cent. cubes 
dans des tubes contenant 8 cent. cubes d’eau physiologique tournesolée 
lactosée, ou maltosée, ou saccharosée, 8 cent. cubes d’eau distillée tourne- 
solée lactosée, ou maltosée, ou saccharosée; enfin, des tubes contenant 
2 cent. cubes d’extrait pur sont additionnés de tournesol, de lactose, de mal- 
tose ou de saccharose. 

Une série de tubes absolument identique est faite avec l’extrait de Whit- 
more plissé ainsi que les tubes témoins sans extrait aqueux bactérien. 

Etuve a 37°. Dés la quinziéme heure, dans les deux premiéres séries, les 


(1) C. R. Ac. Se., 194, p. 210. 
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tubes de lait sont coagulés et les tubes de gélatine portés a la chambre 


froide restent liquéfiés. Aucun virage n’est perceptible dans les tubes sucrés 


aprés_quarante-huit heures et quatre jours d’étuve. 


Cinquréme Expéarencs, — On prépare deux séries de Lubes contenant 30 cent. 
cubes d’éau distillée, maltosée et saccharosée a 10 p. 100. A lune, on ajoute 
3 cent. cubes d’extrait de Whitmore gras A l’essence de cannelle, a l'autre, 
5 cent. cubes d’extrait de Whitmore plissé traité de la méme facon. 

Deux autres séries de tubes contenant les mémes proportions deau dis- 
tillée sucrée et d’extrait de Whitmore gras et de Whitmore plissé tués sont 
portés a l’ébullition au bain-marie pendant une demi-heure pour servir de 
témoins. 

Un premier essai fait avec les milieux saccharosés sur la liqueur de Feh- 
ling ne donne aucun résultat. 

L'essai au polarimétre des divers mélanges est également négatif. 


Au cours de ces diverses expériences nous n’avons donc pu 
mettre en liberté ni les diastases saccharolytiques du b. de 
Whitmore gras, ni celles du b. de Whitmore plissé : cependant 
le fait que les diastases coagulant le lait, digérant et liquéfiant 
la gélatine, extraites du Whitmore plissé et du Whitmore gras, 
se comportent exactement de la méme facon alors qu'il existe 
des différences notables entre les mémes pouvoirs diastasiques 
des germes vivants, nous incite & penser que notre hypothése- 
est peut-étre exacte. 

Quoi qu'il en soit, les ressemblances au point de vue morpho- 
logie et caractéres culturaux entre B. Whitmori et B. pyocya- 
neus étant établis, il nous restait & comparer la valeur patho- 
gene de ces deux germes, puisa voir si les réactions sérologiques. 
nous permettaient un rapprochement plus complet encore. 


II. — Pouvoir pathogéne. 


Bac. de Whitmore. — Le bacille de Whitmore provoque: 
chez l’homme une septicémie mortelle avec des localisations 
sur le systeme lymphatique et des collections purulentes pul- 
monaires hépatiques ou spléniques : septicémie a laquelle on a 


donné le nom de méliotdose (unc, maladies des Anes; probable- 


ment la morve dans l’antiquité), les cultures de ce bacille sont 


trés virulentes pour les animaux de laboratoire : lapin, cobaye,. 


rat, etc. 
Chez le cobaye, particuligrement sensible, l’inoculation: 
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sous-cutanée améne la mort en trois & huit jours avec escarre, 
gros edéme gélatineux et nécrose des tissus. Par dépét sous- 
muqueux l’animal meurt en dix & vingt-cing jours avec chancre 
au point d’inoculation et réaction ganglionnaire suppurée. On 
trouve, soit des abcés miliaires, soit des abcés volumineux de 
la rate, du foie et du poumon. 

L'inoculation intrapéritonéale a doses trés minimes provoque 
la mort en trois & huit jours; & l’autopsie on note un abcés de 
la paroi abdominale au point de pénétration de l’aiguille; le 
péritoine est trés épaissi, rose foncé, présentant un aspect per- 
sillé; le liquide péritonéal est purulent; des fausses membranes 
enrobent toute la masse intestinale; l’intestin gréle est intensé- 
ment congestionné. Le foie, Ja rate, le grand épiploon rétracté 
sont couverts d’un enduit purulent, é6pais, formant parfois une 
véritable couenne, ils sont le sige d’abcés miliaires ou volu- 
mineux; les vésicules séminales sont trés congestionnées, 
couvertes de fausses membranes et remplies de pus; on trouve 
une orchite double avec fonte caséeuse des deux testicules. 
Cette orchite, qui ne fait jamais défaut, débute dés le 
deuxiéme jour par une localisation purulente sur musculus 
testis : elle a été rapprochée du signe de Straus quoique avec 
fe b. morveux la propagation a la glande soit exceptionnelle. 

Bac. pyocyanique. — Le bacille pyocyanique ne parait pas 
doué, dans nos climats européens, de virulence pour l'homme. 
L’injection intraveineuse tue le lapin avec des symptomes de 
diarrhée et de paralysie. 

L’inoculation sous-cutanée produit une escarre avec perte de 
substance, puis l’animal guérit. 

Liinoculation intrapéritonéale & de trés petites doses se 
montre rapidement mortelle chez la souris; mais, et ce point 
est des plus intéressant ici, Baruchello a montré qu'elle provo- 
quait chez le cobaye male une localisation purulente bientét 
suivie d’orchite. 

Le pouvoir pathogéne du bacille pyocyanique apparaitrait 
done bien faible en général & cété de celui du bacille de Whit- 
more. Mais la virulence des bacilles pyocyaniques est sujette 4 
de grands affaiblissements passagers, il faut essayer le pouvoir 
pathogéne d’un certain nombre de souches pour se rendre 
compte des lésions que cette bactérie est capable d’engendrer. 
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Grace & l’obligeance de M" Bass, nous avons eu entre les 
mains une souche extrémement virulente de b. pyocyanique 
isolée par elle d’une fistule pancréatique. 

Chez le cobaye, l’inoculation sous-cutanée de ce germe pro- 
voque la mort en deux a quatre jours avec escarre, large 
cedéme gélatineux, assez souvent des abcés sur le foie et la 
rate. 

Par inoculation intrapéritonéale & la dose de 1/10 de centi- 
métre cube d’une culture en bouillon de seize heures, la mort 
survient en deux & trois jours. On remarque un abcés dans 
l’épaisseur de la paroi abdominale au point de pénétration de 
laiguille; le liquide péritonéal est purulent, visqueux; 
Vintestin gréle trés congestionné; le grand épiploon rétracté, 
hémorragique, est criblé d’abces miliaires; de petits abcés sont 
visibles sur le foie et la rate; les vésicules séminales sont con- 
gestionnées; la vaginalite et les localisations purulentes sur 
musculus testis sont de regle; enfin on note une péricardite 
légere. 

Par la méme voie, a la dose de 1/100 de centimétre cube, la 
mort survient en douze & quinze jours. Dés le troisiéme jour, 
une orchite double volumineuse survient; la peau est rouge, 
tendue, elle s’ulcére et du pus s’écoule en dehors par un 
trajet fistuleux. A l’aulopsie les glandes sont transformées en 
un amas caséeux jaune-verdatre : les vésicules séminales 
adhérentes et distendues sont remplies de pus. 

Par sa grande virulence, par la fixité des lésions et leur loca- 
lisation sur le foie, la rate et surtout les lesticules, cette souche 
de b. pyocyanique se juxtaposait bien, quant au pouvoir patho- 
géne, au bacille de Whitmore. Mais ce bacille étant un pyo- 
cyanique chromogéne (var. Pe A, Gessard) nous étions géné 
par ses pigments pour mener a bien notre travail de compa- 
raison et nous aurions voulu pouvoir obtenir les mémes 
lésions avec le bacille pyocyanique O S (variété sans pigment) 
de l'Institut Pasteur, déja choisi pour I’étude comparative des 
cultures. 

Cette souche s’élant toujours montrée complétement aviru- 
lente au moment de nos essais, nous avons tout d’abord essayé 
de la rendre pathogéne par des passages répétés sur animaux. 
Tous nos essais dinoculation au lapin, au cobaye et a la 
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souris soit par voie cérébrale, soit par voie intrapéritonéale, ont 
échoué. A cété de ce procédé classique depuis les travaux de 
Pasteur sur le bacille charbonneux, il en est d’autres capables 
de faire varier considérablement la virulence. 

En exaltant la virulence du bacille du rouget du pore pour 
le lapin, Pasteur a montré qu’il atténuait la virulence pour le 
pore et qu’en exallant la virulence pour le pigeon il exaltait 
aussi la virulence pour le porc; done le séjour en « milieu 
pigeon » ouen « milieu lapin » donne ou retire la virulence 
du bacille pour une troisitme espéce : porc. Dujardin-Beau- 
metz exalte la virulenve du microbe de la péripneumonie pour 
le boeuf tandis qu’il atténue cette virulence jusqu’a en faire un 
vaccin pour les bovidés en le cultivant dans un bouillon-sérum 
de cheval; plus récemment J. Dalsace et Gory ont réussi a 
reproduire les lésions de la fiévre typhoide humaine chez le 
cobaye aprés culture du bacille typhique en bouillon de cerveau 
de lapin. 

Ces quelques exemples montrent quel rédle important peut 
jouer |’aliment du milieu de culture dans les variations de la 
virulence aussi bien in vivo quin vitro. Or certaines bactéries 
cultivées en présence de filtrat de cullure de germes du méme 
groupe peuvent acquérir des propriétés nouvelles, celles de la 
bactérie dont on a filtré la culture (propriétés agglutinantes, 
propriétés lytiques). | 

Il ne nous a pas paru illogique, dans ces conditions, de 
penser que le filtrat du b. pyocyanique Pe A, virulent, pourrait 
peut-étre donner au b. pyocyanique O S, avirulent, élément 
nécessaire a l’apparition de son pouvoir pathogéne. 


APPARITION DU POUVOIR PATHOGENE CHEZ LE B. PYOCYANIQUE O S 
APRES CULTURE EN FILTRAT DE B. PYOCYANIQUE PE A. 


250 grammes de bouillon ordinaire mis en fiole Fourneau, de 
facon & avoir une large surface d’aération, sont ensemencés 
avec le b. pyocyanique Pe A, laissés quinze jours a |’étuve 
a 37°, & ce moment le milieu est filtré & travers une bougie 
Chamberland L3. Le filtrat ainsi obtenu ne présente aucun 
pouvoir pathogéne : l'injection intra-péritonéale de 5 cent. 
cubes au lapin, de 2 et méme 4 cent. cubes au cobaye est par- 
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faitement supportée. Ensemencé dans ce filtrat pur, le b. pyo— 


cyanique OS donne & l’étuve & 37° une culture rapide et abon- 
dante. Les cultures agées de un, deux et trois jours inoculées 
au cobaye par voie intrapéritonéale & la dose de 2 cent. cubes 
se monirent sans action. 

Les cultures de sept jours obltenues dans les mémes condi- 
tions tuent l’animal en vingt-quatre & quarante-huit heures en. 
donnant des Iésions absolument superposables a celles du 
b. pyocyanique Pe A. Les cultures de huit, neuf, dix, onze et 
douze jours donnant les mémes résultats, nous avons utilisé 
seulement les cultures agées de sept jours. 


Le pouvoir pathogéne conféré au b. pyocyanique OS par sa: 


culture de sept jours en ‘filtrat s’atlénue par un passage sur 
gélose : une telle culture n’entraine plus la mort du cobaye 
qu’aprés dix & douze jours avec cependant des lésions iden- 


tiques & celles des animaux inoculés par la culture de sept: 
jours en filtrat. Nous ensemencons alors le sang du ceeur de: 
Yanimal mort au douziéme jour dans le filtrat de culture de- 
b. pyocyanique Pe A, nous laissons le développement se faire- 


pendant sept jours & 37° et désormais le bacille conserve son: 
pouvoir pathogéne sur milieux artificiels. Nous nous sommes: 
demandé si cette fixation de la virulence était le fait du passage 
par animal ou des deux passages successifs in vitro en filtrat 
Pew 


Nous avons alors alterné 4 deux reprises les cultures de- 
sept jours en filtrat, puis de dix-huit heures sur gélose. Nous. 


avons ainsi obtenu la mort du cobaye en vingt-quatre & qua- 
rante-huit heures avec les lésions décrites précédemment. 

Donc c’était bien le passage zn vitro en filtrats Pe A qui avait 
stabilité le pouvoir pathogéne ; Je passage par animal n’est pas 
nécessaire. 


Concurremment, des expériences de contrédle nous mon-- 


traient : 
1° Que le filtrat mis & ’étuve reste parfaitement stérile ; - 


2° Que le filtrat réensemencé en bouillon et sur gélose ne 


donne aucune culture ; 


3° Que inoculation intrapéritonéale de 2 cent. cubes d’une- 


culture de sept jours de pyocyanique O S en bouillon ordi- 
naire est parfaitement bien supportée. 


: 
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Ces expériences de contréle ont été répétées régulierement a 
plusieurs reprises au cours de nos recherches. 

Par conséquent l’apparition du pouvoir pathogéne de notre 
souche de b. pyocyanique QO S primitivement avirulente est 
bien due 4son développement prolongé dans le filtrat dub. pyo- 
cyanique Pe A virulent. 

{] nous restait & exalter cette virulence pour la rapprocher 
autant que possible de celle du bacille de Whitmore et a voir 
si elle était héréditairement transmissible. 

Aprés six passages sur cobaye, nous avons cu une souche 
trés virulente avec laquelle les animaux réagissent réguliére- 
ment de la facon suivante : 


IvocuLation sous-curante. — Cobaye de 500 grammes en — 
moyenne : 4 la dose de 1 cent. cube mort en cing a huit jours. 
Escarre au point d’inoculation. La peau, le tissu cellulaire 
sous-cutané, la paroi abdominale et péritonéale forment un 
vaste placard de tissu épais, lardacé plus ou moins nécrosé. En 
régle générale, pas de lésions viscérales. Cependant chez un 
animal ayant eu une survie de onze jours nous avons trouvé du 
liquide péritonéal louche, filant; des fausses membranes 
minces sur la masse viscérale et quelques abcés miliaires sur 
la rate et musculus testis. 

Le b. pyocyanique OS est retrouvé régulitrement dans les 
lésions locales et dans le sang du ceeur. 


INOCULATION INTRAPERITONGALE. — Cobayes males de 600 & 
700 grammes a la dose de 2 cent. cubes morts en quinze a vingt- 
quatre heures. A la dose de 4 cent. cube, 2/10 et 1/10 de cent. 
cube, mort en trois & cing jours, abcés de la paroi abdominale 
au point de pénétration de laiguille. Ganglions inguinaux. 
Péritoine rouge légérement épaissi : liquide péritonéal assez 
abondant, purulent, filant. Intestin gréle transparent trés con- 
gestionné. Fausses membranes plus ou moins épaisses, grand 
épiploon rétracté, hémorragique, criblé de petits abcés. Enduit 
purulent d’épaisseur variable recouvrant le foie et la rate qui 
présentent souvent des abcés miliaires. Les reins et les cap- 
sules surrénales sont habituellement intacts. Les vésicules 
séminales, trés congestionnées, sont engluées de fausses mem- 
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branes. Les testicules sont régulitrement le siége de lésions 
dont l’intensité et l’extension varient avec la durée de la 
maladie : congestion considérable des glandes, vaginale 6paissie, 
amas purulents sur l’un des musculus destis ou sur les deux, 
enrobant parfois tout le muscle en un manchon épais. Si l’évo- 
lution est suffisamment longue, une véritable orchite s’accom- 
pagne d’épaississement considérable de la vaginale qui forme 
une coque caséeuse adhérente A la glande farcie d’abces. 

Par linoculation de trés petites doses nous avons pu obtenir 
une orchile double avec gros gonflement, fixation des testicules, 
peau rouge, tendue luisante, ouverture & l’extérieur, perte de 
substance et guérison. 

Le bac. pyocyanique O S est retrouvé réguliérement dans le 
liquide péritonéal, les localisations purulentes, le liquide 
séminal, le sang du cceur. 

Apres le sixiéme passage sur animal, le bac. pyocyanique 0S 
a été conservé sur gélose et au bout de deux mois aprés sept 
repiquages a reproduit les mémes lésions. Son pouvoir patho- 
géne est donc fixe et transmissible. 

En résumé, par le procédé du développement en filtrat d’une 
culture dun 6. pyocyanique virulent, nous avons pu faire appa- 
rattre chez un b. pyocyanique avirulent un pouvoir pathogéne 
considérable, fixe et héréditairement transmissible. 

Si les lésions ainsi obtenues chez le cobaye sont peut-étre 
moins imporlantes que celles provoquées par le bacille de 
Whitmore, réaction péritonéale moins vive, fausses membranes 
plus minces, enduit hépatique et splénique moins épais, fonte 
testiculaire moins complete, nécessité de doses un peu plus 
considérables, elles n’en sont pas moins exactement calquées 
sur celles de ce germe; il n’y a qu'une légére différence que 
on peut rencontrer d’un repiquage a l’autre avec des souches 
trés virulentes de b. de Whitmore. 


Ill. — Réactions sérologiques. 


Il nous restait & voir si les réactions sérologiques permet- 
traient entre les deux germes étudiés un rapprochement plus 
complet encore que celui établi par la comparaison de leur 
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morphologie, de leurs caractéres culturaux et de leur pouvoir 
pathogéne. 

Dans ce but, nous avons recherché quelles étaient les pro- 
priétés agglutinantes et précipitantes du sérum anlipyocyanique 
vis-a-vis du bacille de Whitmore, et si ce dernier répondait 
positivement 4 1l’épreuve de Launoy. 


a) Acctutinines. — 2 lapins regoivent chacun par injection 
intrapéritonéale, en l’espace de seize jours et en trois inocula- 
tions, le contenu de cing tubes de culture sur gélose de b. pyo- 
cyanique Pe A origine Bass chauffé & 57° pendant une demi- 
heure. 

Le sang prélevé par ponction de la carotide est centrifugé et 
le sérum conservé en tubes scellés & la glaciére. 

Ce sérum agglutine le b. pyocyanique Pe A totalement au 
1/400, partiellement au 1/1.000. 

Le b. pyocyanique 0S est agglutiné dans les mémes limites. 

Le bacille de Whitmore n’est agglutiné & aucun taux. 


6) Pruécieitines. — Réaction nettement positive avec le filtrat 
de b. pyoc. Pe A et celui de b. pyoc. OS au contact du sérum 
précédent, négative avec le filtrat de b. de Whitmore. 


c) Epreuve p— Launoy. — Nous avons pour I|’établissement de 
cette réaction suivi exactement la technique indiquée par 
Launoy. 


4° Préparation d’un sérum antiprotéasique en injectant a un 
lapin par voie intrapéritonéale en quatre fois et 4 douze jours 
dintervalle 30 cent. cubes de filtrat de b. pyocyanique Pe A. 
L’animal qui n’a présenté aucune réaction est saigné cing jours 
aprés la derniére injection; le sang est centrifugé immédiate- 
ment et le sérum conservé a la glaciére. 

2° Utilisation comme test d’épreuve de 2 cent. cubes d’une 
solution & 10 p. 100 de gélatine dialysée neutre au tournesol, 
acide & la phénolphtaléine dans les limites de 0c. c. 0580 c.c. 07 
de soude. 

3° Détermination de l’unité gélatinolytique, c’est-a-dire de la 
plus petite quantité de filtrat d’une culture capable de provoquer 
en une heure a 41° la dissolution de l’unité de test. 
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4° T)étermination de l’optimum approché, e’est-a-dire de la 
plus petite quantité de sérum qui, en présence de l’unité géla- 
tinolytique conserve a |’unité de test la propriété de se prendre 
en un gel solide en dix minutes par refroidissement & 20° aprés 
dix-huit heures d’étuve & 41°. 

Dans ces conditions, les résultats obtenus avec le b. pyocya- 
nique Pe A ont été les suivants : 


Unité vélatinglytique «<2 si sh eye Ste 0 c.c. 4 
Optimum approché i MM ee es Soe Ss BMG vo 0 c.c. 04 


avec le bacille de Whitmore dont l’unité gélatinolytique est 
0 c.c. 3, pour la souche employée, nous n’avons obtenu aucune 
gélification quelle que soit la quantilé de sérum employé et le 
temps de refroidissement. La réaction s’est done montrée net- 
tement négative. 


1V. — Essai de transformation du b. pyocyanique Pe A. 


Parallélement aux expériences précédentes nous avons tenté 
de faire du b. pyoc. Pe A une bactérie totalement apigmentée 
mais conservant son pouvoir pathogéne, plus comparable 
encore au b. de Whitmore que le b. pyoc. OS, réalisant ainsi au 
laboratoire une mutation semblable a celle que peut produire 
la nature. 

Nous avons fait perdre assez facilement au b. pyocyanique 
ses qualités chromogénes en ulilisant un filtrat lytique préparé 
de la facon suivante : 

250 grammes de bouillon additionné d’eau d’égout filtrée sont 
ensemencés avec le b. pyoc. Pe A. Aprés vingt-quatre heures 
d’étuve a 37°, la culture est filtrée sur bougie L3. Des tubes de 
gélose sont additionnés chacun dans le liquide de condensation 
de XV gouttes de ce filtrat et ensemencés avec Je pyocyanique 
en expérience. 

Aprés vingt-quatre heures d’étuve, nous obtenons une lyse 
complete de la culture puis apparition de surcolonies paraissant 
apigmentées. Repiquées sur gélose-filtrat, ces colonies donnent 
des cultures grasses pigmentées; mais au sixiéme passage 
apparaissent parmi les colonies normales de nombreuses 
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‘colonies apigmentées obtenues en culture pure aprés trois nou- 


veaux repiquages sur gélose filtrat. Ces colonies, isolées depuis 
cing mois, sont malgré plus de vingt repiquages en bouillon 
et sur gélose ordinaires restées totalement incolores. Elles ne 
donnent méme plus de pigment sur les milieux d’identification 
du b. pyocyanique. 

Les germes ainsi obtenus paraissent au microscope trés 
dégradés, ils sont peu mobiles et donnent des cultures beau- 
coup plus maigres que celles de la souche origine, princi- 
palement en milieux liquides ot ils poussent agglutinés en 
formant un voile trés mince : lear action est faible sur la 
gélatine, presque nulle sur le sérum coagulé. 

Ils conservent cependant certaines qualités qui les rattachent 
a la souche origine : qualités immunisantes d’abord : 3 cobayes 
ayant recu par injection intrapéritonéale, & douze jours d’inter- 
valle, 2 cent. cubes, puis 4 cent. cubes de culture sur gélose du 
germe dépigmentlé ont résisté 4 l' inoculation par la méme voie 
de 100 doses mortelles de b. pyoc. Pe A alors que les 1émvins 
mouraient en douze a quinze heures. 

Qualités agglutinantes ensuite : agglutination nette au 1/100 


et partielle au 1/400 avec le sérum de lapin utilisé précédem- 


ment. 

Par contre, ils ont perdu tout pouvoir pathogéne. Tous nos 
essais d’inoculalion ont échoué, car si parfois certaines cultures 
paraissant apigmentées ont tué, c’est qu’elles contenaient encore 
quelques germes du type normal ainsi que nous l’ont montré 
les cultures sur gélose aprés plusieurs jours 4 température du 
laboratoire. IJ nous a été impossible de faire pousser notre 
germe dépigmenté en filtrat de b. pyoc. Pe A chromogéne et viru- 
Jent; nous n’avons donc pas pu utiliser le procédé que nous 
avons appliqué au b. pyoc. OS pour provoquer la réapparition 
d’un pouvoir pathogéne. 

En somme, nous avons réussi 4 priver cette souche de bacille 
pyocyanique de son pouvoir pigmentaire, mais en méme temps 
nous avons fait disparaitre le pouvoir pathogéne. Nous avons 
donc échoué dans nos essais de mutation et par les moyens 
employés, trop brutaux sans doute, nous n’avons pu obtenir 
qu'une dégradation de germe sans pouvoir la fixer 4 un stade 
intermédiaire. Mais nous avons pu conserver & ce germe Si 
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dégradé son pouvoir antigéne : propriétés immunisantes, qua- 
lités agglutinables. 


Conclusions. 


Pour conclure nous dirons : 

{° Nous n’apportons pas de preuve nouvelle de la parents 
entre le bacille de Whitmore et le bacille pyocyanique. Cepen- 
dant si les réactions sérologiques ont été absolument négalives, 
il ressort de cette étude que les caractéres morphologiques, 
culturaux et pathogénes de ces deux germes sont étroitement 
comparables et nous pensons que le bacille de Whitmore est 
bien prés du bacille pyocyanique, beaucoup plus prés que du 
bacille de la morve. 

2° Nos ob agaies nous ont amené & la constatation d’un 
fait nouveau : la possibilité de faire apparaitre un pouvoir 
pathogéne chez une bactérie avirulente en la cultivant dans le 
filtrat d'une bactérie virulente du méme groupe. Par quel 
mécanisme apparait cette virulence? Est-ce par simple accole- 
ment au germe en expérience d’un élément virulent filtrable? IL 
est plus vraisemblable que, malgré les apparences, le b. pyoc. OS 
possédail un pouvoir pathog?ne latent, impossible 4 déceler par 
les procédés usuels et qui a trouvé dans le fillrat de bouillon 
pyocyanique Pe A l’élément favorable & sa réapparition. 

3° Nous avons pu, d’autre part, faire perdre 4 une bactérie 
chromogtne et virulente, par des passages en milieu artificiel, 
sa fonction pigmentaire et son pouvoir pathogéne tout en lui 
conservant sa qualité d’antigéne immunisant. 


RECHERCHES SUR LES PROPRIETES NEUROLYTIQUES 
DU LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN 


par Aupo RIVELA GRECO. 


Unstitut de clinique neuro-psychiatrique 
de VUniversité de Génes. Professeur : U. Cerletti.) 


Depuis quelques années, dans les laboratoires de la clinique 
neurologique, nous travaillons, sous la direction du professeur 
Cerletti, 8 des recherches expérimentales sur une propriété 
spéciale du liquide céphalo-rachidien, & savoir son role neuro- 
lytique. 

Cest Speransky, physiologiste russe, dont les mémoires ont 
paru dans ces Annales (1925-27-28), qui s'est le premier 
occupé de ce sujet. Seul ou avec ses collaborateurs, il a attiré 
Vattention sur les faits suivants : 

a) Sil’on congéle, a travers la dure-mére, une portion cor- 
ticale du cerveau d’un chien en l’espace de cent ving! secondes, 
on observe un complexe de syndrome (exclusion faite des 
symptomes 4 foyer) d’intoxication généralisée ; 

b) Ces symptémes restent trés peu accentués ou manquent 
tout a fait, si on pratique, aprés la congélalion, des ponctions 
cisternales, avec évacuation de tout ou presque tout le liquide 
céphalo-rachidien, de telle sorte qu'il soit renouvelé sans 
relache ; 

c) Si l'on injecte le liquide du chien & écorce cérébrale 
congelée, et déja en proie & un syndrome d’intoxication, a un 
second chien, on observe chez ce dernier les mémes symptomes 

_d’intoxication ; 

d) Une rondelle de tissu cérébral de chien, insérée sous la 
dure-mére d’un second chien, avait disparu trois mois aprés la 
greffe sans que les méninges ni les vai-seaux ne présentassent 
aucune trace de résorption ; 

e) Un fragment de tissu nerveux du chien, de 7mm. X 5 

Annales de l'Institut Pasteur, t. LI, n° 3, 1933. 49 
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2x 2, trempé dans le liquide céphalo-rachidien du m4me- 
chien, et y demeurant, ia vitro, a la température de 40° C., 
est désagrégé et détruit en trente-quatre a trente-six heures, 
tandis qu'un fragment semblable des mémes dimensions. 
trempé dans une solution chlorurée y demeure inaltéré. 

Les mémoires de Speransky sont trés intéressants a lire, par 
suite des conclusions que l’auteur tire de ses expériences, con- 
clusions qui dépassent la simple expérimentation, et qui pour- 
raient, selon Speransky, servir & démontrer certains faits de 
pathologie générale : formation de kystes, de ramollisse- 
ments, etc. Les idées de Speransky sont fort séduisantes. 
Nous croyors fermement qu’elles sont exactes. 

Plusieurs auteurs russes, travaillant sur ce sujet, ont confirmé 
les résultats auxquels était arrivé Speransky : nous citerons 
surtout, & cet égard, les mémoires de Wichnewsky et Pono-. 
marew. 

Gozzano et Rizzo, par contre, contestent les affirmations de 
Speransky, parce que, en suivant la technique adoptée par le 
physiologiste russe, ils n’ont pas observé le processus de désa- 
grégation du tissu nerveux. 

Monakon et Allende Novarro acceptent, en théorie, les points 
de vue de Speransky en donnant une grande importance aux 
processus neurolytiques dans le liquide céphalo-rachidien et en 
le considérant comme un-indice de fonction biologique de ce 
liquide. 

Tout récemment, A. Schneider et B. Epstein viennent de 
contréler les expériences de congélation de |’écorce cérébrale 
avec des résultats négatifs pour ce qui a rapport aux symp- 
tomes d'intoxtcation : il faut cependant remarquer que ces. 
auleurs ont expérimenté sur des chats. 

Considérant ces résultats si discordants, nous avons trouvé 
intéressant de reprendre ces expériences dans le but de vérifier 
lexistence de la propriété neurolytique du liquide céphalo- 
rachidien zn vitro, d’autant que nous avions déja observé un 
fait semblable : au cours de nos expériences sur la trans{érabi- 
lité de linfection soroplasmotique (encéphalite du lapin), nous 
avions observé qu’aprés l'inoculation intracisternale de petites 
portions de tissu nerveux cérébral finement broyé on ne retrou- 
vail pas la moindre trace du tissu dans les analyses ullérieures. 
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du liquide céphalo-rachidien. Notre maitre, le professeur Cer- 
letti, nous a dit aussi avoir injecté par voie intrarachidienne 
a plusieurs malades du tissu cérébral broyé et n’en avoir rien 
retrouvé quelques jours aprés, & l’examen du liquide céphalo- 
rachidien. 

Nous avons publié les premiers résultats de nos recherches 
dans un mémoire préliminaire (Reale Accademia Medica di 
Genova, 1931), mais nous avons, depuis lors, étendu nos 
travaux, pendant que nos collaborateurs en entreprenaient 
d’autres de leur coté. Nous relaterons ceux-ci plus loin. 

Disons tout d’abord que la technique suivie demeure celle 
que Speransky a décrite; c’est seulement dans quelques expé- 
riences que nous avons apporté au liquide céphalo-rachidien 
des modifications que nous allons décrire, dans le but de 
mettre, si possible, en évidence, les éléments auxquels ce 
liquide doit son réle neurolytique. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES. 


La description détaillée de toutes nos expériences nous 
entrainerait trop loin et nous devons nous borner ici & les 
relater briévement, en résumant par groupes celles qui se 
rapportent au méme sujet. 


Expérience 1. — Un fragment de tissu nerveux de 7 millimétres K 2 X 2, 
trempé dans le liquide céphalo-rachidien et maintenu a la température 
de 40° C. est désagrégé dans un délai de quarante heures, tandis que des 
fragments semblables dans du sérum humain et dans une solution chlorurée 
sodique (8,5 p. 1000) ne révélent aucune désagrégation. Voila les faits 
énoncés par Speransky confirmés pour ce qui se rapporte au liquide 
céphalo-rachidien et 4 la solution physiologique, mais non pour ce qui con- 
cerne le sérum. Nous allonsconstater que, dans aucune de nos expériences, 
nous n’ayons observé de désagrégation du tissu nerveux dans le sérum. 


Expérience I]. — Le processus neurolytique subit un ralentissement si les 
éprouveltes ne sont pas agitées : cela dépend du fait que les détritus de 
tissu nerveux déja désagrégé, se déposant a la surface du fragment résiduel, 
le protégent contre l’action ultérieure du liquide céphalo-rachidien, en formant 
une sorte de barriére neutre. 


Exprarence II]. — Le processus neurolytique a lieu aussi en dehors 
du contact de l’air : nous avons en effet observé la désagrégation du tissu 
nerveux dans les éprouvettes ow l’on avait fait le vide a l'aide d’une pompe 
aspirante. 
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Expénrences [V et V. — Le processus neurolytique ne subit aucun ralentis- 
sement siles fragments de tissu nerveux ont des dimensions plus grandes 
que dordinaire ; il nous a au contraire semblé constater un ralentissement 
en employant des quantités de liquide céphalo-rachidien supérieures a la 
dose habituelle (7-8 cent. cubes au lieu de 5 cent. cuhes). Ces faits semblent 
obéir aux lois d’acltion des ferments : nous savons en effet que l’action 
diastasique est presque directement proportionnelle a la quantité de 
substance fermentescible plutot qu’é la dose de ferment, et qu’en général 
les doses les plus faibles de ferment sont plus actives que les plus fortes 
{Rondoni). 

Nous avons 1a,4 notre avis, un élément qui permet de supposer quil s’agit 
dune action fermentative, el nous trouverons ensuite d’autres éléments 
qui plaideront en faveur de cette hypothese. 


Expfértence VI. — La moelle épiniére subit, elle aussi, dans le liquide 
céphalo-rachidien in vitro, un processus de désagrégalion; ce processus est 
apparemment plus faible que dans le cerveau. 


Expértence VIL. — ll n’y a pas de differences appréciables entre l’action 
neurolytique exercée dans le liquide céphalo-rachidien sur un tissu nerveux 
homologue et l’action neurolytique exercée sur un tissu nerveux hétéro- 


logue.’ 


Exeériences VIII, IX et X. — Les processus neurolytiques sont fortement 
inhibés par l’'addition de chloroforme au liquide céphalo-rachidien, tandis 
que l'adjonction de thymol ne provoque aucune inhibition. Voila encore un 
point sur lequel nos résultats ne concordent pas avec les données de Spe- 
ransky. Nous croyons pouvoir expliquer ce fait par le théoreéme de Gibbs 
sur la tension superficielle : nous savons que les substances pourvues de 
faible tension superficielle tendent A couvrir la surface des colloides en 
déterminant une espéce de blocage; l’action de ces ferments serait ainsi 
inhibée par ces phénoménes de.blocage. Nous trouvons 1a un autre argu- 
ment a l’appui de la thése diastasique. 


Expértence XI. — Le liquide céphalo-rachidien maintenu A l’étuve a 40° C. 
et pour la méme durée que pour les épreuves de contréle (avec le tissu 
nerveux immergé) ne subit aucune modification. 


Expérience XII. — L’adjonction au liquide céphalo-rachidien de chloi.ure de 
sodium, de glucose, d’albumine pure, provoque un ralentissement du pro- 
cessus neurolytique jusqu’a compléte inhibition. Nous estimons que ces 
faits sont en rapport avec la modification physico-chimique du milieu 
ambiant, modification due principalement au chlorure de sodium, électro- 
lyte capable de provoquer la floculation des colloides du liquide céphalo- 
rachidien. 


Expérrences XIII et XIV. — On peut observer une différence tres évidente 
entre un liquide céphalo-rachidien chautlé pendant trente minutes a 70° CG 
(au bain-marie) et un liquide céphalo-rachidien congelé pendant frets 
minutes 4 — 2° C.; tandis que le premier ne montre aucune ou presque 
aucune activité neurolytique, le second au contraire se comporte comme un 
liquide non congelé. On ne pourrait expliquer ces faits qu’en invoquant les 
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modifications apportées aux Systemes colloidaux par les diverses températures. 

Bottazzi, Bergami et Quagliariello ont observé que les basses. tempéra- 
tures provoquent sur les systémes colloidaux des modifications réversibles. 
On s’explique aisément par 1A la diversité des comportements des liquides 
chauffés et des liquides congelés. 


Expéniences XV, XVI, XVII. — Nous observons ici un fait que nous ne 
pouvons pas encore nous expliquer: les liquides céphalo-rachidiens chauffés 
a 70° C. se montrent plus actifs que les liquides provenant des mémes chiens 
et chauffés 4 60° C. On aurait a 60° une inactivation plus énergique qu’a 70°. 
Les expériences suivantes nous indiqueront peut-étre les raisons de ce fait 
paradoxal, mais il nous faut avouer que nous sommes bien loin d’avoir Je 
dernier mot a ce sujet. 


Expérience XVIII. — Le liquide céphalo-rachidien humain (que nous avons 
déja observé comme étant doué de propriétés neurolytiques pour le cer- 
veau du chien), nous montre le méme fait. Ici également le chauffage a 60° a 
produit une inactivation plus énergique que le chauffage a 70°. 


ExpERIENCES XIX et XX. — Nous avions observé qu’aprés le chauffage du 
liquide céphalo-rachidien on pouvait y découvrir des corpuscules trés 
menus, senblables a des cristaux de cholestérine, mais qui ne présentaient 
pas les réactions chimiques de celle-ci (réaction de Salkosky). Or, si lon 
soumet a une centrifugation prolongée les liquides céphalo-rachidiens aprés 
chauffage, on n’observe pas les faits sus-indiqués ; les liquides céphalo-rachi- 
diens chauffés 4 70° se montrent au contraire presque totalement inactifs. 
Ces faits nous forcent 4 attribuer une grande valeur a ces cristaux. Nous 
n’avons pas encore pu analyser cette substance, 

Sitoutefois on pense a l’influence que jouent les phosphates dans l’action 
fermentative, on pourrait y trouver une suggestion et peut-étre la clef du 
phénoméne. 


Expietence XXI. — Un liquide céphalo-rachidien chauffé pendant dix 
minutes au bain-marie bouillant ne montre pas la moindre trace d’activilé 
neurolytique. 


Expértence XXII. — On ne peut observer d’action neurolytique si les 
éprouvettes contenant les liquides sont maintenues en glaciére au lieu de 
létuve a 40°. 


Expérignces XXIII et XXIV. — Le processus neurolytique  s’affaiblit 
lorsqu’on soumet le liquide céphalo-rachidien A l’ullra-filtration 4 travers le 
collodion. Nous avons employé l'appareil Buva,'a plaque de collodiona pores 
de 2-40 millimétres (la micelle colloidale est, d’aprés les déterminations de 
Zsigmondy, variable entre 20 et 100 millimetres). 


Expérience XXV.— Nous avions travaillé jusqu’ici sur un tissu nerveux 
prélevé sur des animaux tués par injection intraveineuse d’air; dans cette 
expérience, nous avons employé un ,cerveau de chien tué par saignée; les 
résultats n’ont pas été modifiés. 


Expiriences XXVI et XXVII. — Ces expériences se relient 4 la question de 
Yaction exercée par la pilocarpine sur la sécrétion du liquide céphalo-rachi- 
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dien. Plusieurs auteurs ont admis que la pilocarpine exerce une action 
hypersécrétoire (Cappelletti, Sicard, Petit et Girard); d’autres auteurs l’ont 
nié (Beet, Weigeldt, Del Priore, Lamache). Nous avons observé qu’en effet 
on oblient, aprés injection intraveineuse de pilocarpine, un écoulement 
rapide et abondant de liquide céphalo-rachidien (l'injection de pilocarpine 
étant pratiquée pendant la ponction cisternale). Toutefois, nos expériences 
nous ont convaincu que les deux liquides, le liquide prélevé avant l’injection 
et le liquide prélevé aprés, ne montrent aucune différence appréciable au 
point de vue de laction neurolytique. 

S. Velenosi, travaillant dans nos laboratoires, a pu préciser que l’action 
de la pilocarpine est seulement apparente, et que cet alealoide ne modifie 


pas les qualités du liquide céphalo-rachidien, au moins quant 4 son réle 
neurolytique. 


Expérrence XXVIII. — En pratiquant au méme chien deux ponctions cister- 
nales, et en prélevant ainsi deux portions de liquide a intervalle de vingt- 
quatre heures l'une de I'autre, on observe un fait intéressant : le liquide 
prélevé lors de la premiére ponction et conservé en glaciére a perdu son 


activité neurolytique, tandis que le liquide tout fraichement prélevé se montre 
normalement actif. 


T. Lazzeri, dans nos laboratoires, vient d’achever 4 ce sujet un travail 
fort intéressant : il a déterminé jusqu’é quel délai le liquide céphalo-rachi- 
dien peut étre conservé, aprés son prélévement, sans perdre son activité 


neurolytique, et il a pu préciser quelques conditions de cette auto-inactiva- 
tion du liquide céphalo-rachidien. 


Récemment O. Meco vient de communiquer au Congrés de la Société 
italienne de Neurologie /Modéne, 1932) les résultats de ses expériences : sur 
240 liquides céphalo-rachidiens, il en a trouvé 210 doués de propriétés neuro- 
lytiques sur le cerveau de diverses espéces animales. Il tire de ses expé- 


riences plusieurs conclusions fort intéressantes bien que devant ¢tre con- 
trolées expérimentalement. 


Discussion. 


Les résultats de plusieurs de nos expériences devront encore 
étre vérifiés, en particulier ceux relatifs aux effets de l'adjonc- 
tion d’éléments chimiques divers aux liquides céphalo-rachi- 
diens,et ceux qui se rapportent a l’ultrafiltration de ces liquides. 

Mais nous considérons comme définitifs ceux que nous avons 
relevés au sujet du réle neurolytique exercé par le liquide 
céphalo-rachidien dans le tissu nerveux dans des conditions de 
temps et de température déterminées; en considération d’une 
telle régularité du processus, et vu aussi la constance de nos 
résultats, nous ne pouvons que souscrire aux affirmations de 
Speransky et de ses collaborateurs. 


Nous avons encore un élément de confirmation des faits 


. 
- 
~~ 
+ 
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-observés : A. Bruschettini a achevé dans nos laboratoires une 


thése trés documentée dans laquelle il rapporte l’examen his- 
tologique des fragments de tissu nerveux provenant du liquide 


-céphalo-rachidien, du sérum et de la solution chlorurée 


sodique. Il a noté dans les premiers des altérations histolo- 
giques trés graves contrastant avec les modifications banales 
relevées dans les fragments provenant du sérum et de la solu- 
tion chlorurée sodique. 

Il faut aussi que nous relations ici une expérience qui nous 
parait d’une importance évidente : a |’occasion d’une ponction 
intraventriculaire pratiquée sur un de nos malades (il s'agissait 
d’une tumeur cérébrale en crise d’hypertension) nous avons 
pu recueillir du liquide céphalo-rachidien ventriculaire. Ce 
liquide, mis en contact avec un morceau de tissu cérébral de 
chien, ne l’a pas désagrégé, tandis que le liquide céphalo-rachi- 
dien du méme chien nous a montré le déroulement normal du 
processus neurolytique. Celte expérience isolée ne dit pas 
grand’chose : nous verrons cependant comment on pourrail en 
lirer quelques considérations pour |’explication des processus 
neurolytiques. 

L’hypothése d’une action neurolytique du liquide ne man- 


-quera sans doute pas de choquer quelques lecteurs. On ne peut 
-en effet accepter aisément cetle idée que le liquide céphalo- 


rachidien — toujours en contact avec le tissu nerveux — joue 
an réle neurolytique sur ce méme tissu, alors que la notion du 
role protecteur exercé par ce liquide sur le systéme nerveux 
pour le garantir des secousses et des traumas est généralement 
bien établie. Mais toute objection tombe devant les deux faits 


‘que voici : tout d’abord, les conditions expérimentales ne 


réalisent pas ce qui se passe chez le vivant, et en second lieu 
le liquide céphalo-rachidien que nous recueillons par la ponc- 
tion n’est pas le liquide qui se trouve continuellement au con- 
tact direct du tissu nerveux. 
Dans les expériences 7 vitro, il s’agit de tissu nerveux non 
vivant, dépourvu de toute propriété auto-protectrice. 
Wichnewsky compare les processus neurolytiques a vetro 


aux processus auto-digestifs de l’estomac et de l'intestin. Nous 
-savoms que ces processus ne se déroulent que lorsque la circu- 
dation sanguine s’accomplit d’une maniére réguliére, tandis 
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que ces organes s’autodigérent une fois que la circulation nor- 
male a cessé ou est suspendue. 

Nous serions donc en présence de phénoménes fermentatils : 
or, les derniéres hypothéses des biologistes s’accordent pour 
confirmer l’existence, dans le liquide céphalo-rachidien, d’élé- 
ments & action biologique que l'on peut classer dans la caté- 
gorie des ferments. Dans le liquide céphalo-rachidien on con- 
nait un ferment amylolytique et un ferment lipolytique 
(Rondoni); on y connait méme un ferment trypsique et on y 
trouve aussi, dans certaines conditions, des peptases. Or, plu- 
sieurs de nos expériences nous autorisent & soupconner action 
fermentative, comme celles par exemple sur le chauflage et 
d’autres. 

La question de l’origine de ces ferments supposés est bien 
loin d’étre déterminée; nous n’avons pas d’éléments pour 
affirmer que ce ou ces ferments se retrouvent dans le liquide 
céphalo-rachidien comme produits d’un processus de sécrétion 
active; cette question se relie pourtant directement 4 ce que 
nous venons de dire. 

Le liquide céphalo-rachidien que l’on préléve par la ponc- 
tion cisternale n’est pas le liquide ventriculaire; il existe 
maintes différences entre ces liquides (Cestan, Risier, Laborde) 
et l’expérience que nous avons faite avec du liquide ventricu- 
laire confirmerait cette hypothése si une seule expérience 
suffisait. Nous nous trouvons, en effet, en présence de ces 
faits : tous les liquides sous-arachnoidiens de chien ont exercé 
un role neurolytique sur le tissu nerveux, tandis qu’un liquide 
ventriculaire a été inactif. Une expérience isolée n’est nulle- 
ment probante mais elle mérite cependant toute notre atten- 
tion. 

A la suite de ces considérations, nous croyons pouvoir 
expliquer ainsi les faits observés de la maniére suivante : dans 
les liquides céphalo-rachidiens sous-arachnoidiens, il y a des 
éléments de nature fermentative provenant du métabolisme du 
tissu nerveux, el ce seraient ces éléments qui donneraient au 
liquide céphalo-rachidien la propriété neurolytique pour le 
tissu nerveux. Ces processus ne se dérouleraient pas chez le 
vivant pour une double raison : parce que la circulation nor- 
male sanguine réalise un réle protecteur actif, et que la nor- 
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malité de la circulation du liquide céphalo-rachidien renou- 
velle sans relache le liquide céphalo-rachidien. Dans ces 


_ conditions, lorsque le tissu nerveux se trouve bien protégé, 


les éléments toxiques du liquide céphalo-rachidien n’ont pas 
le temps de nuire. Mais lorsqu’un fragment de tissu non vivant 
demeure dans un liquide non renouvelé, les éléments fermen- 
tatifs se trouvent dans les meilleures condilions pour exercer 
leur role fermentatif, et il s’ensuit la désagrégation du tissu 
nerveux. Les mémes faits se produisent lorsqu’une portion du 
tissu nerveux est mal irriguée et par conséquent mal défendue 
(ramollissement, etc.). Nous croyons ainsi que certains faits de 
toxicité du liquide ont la méme cause. 

Une fois qu’on s’est assuré d’une diversité fonctionnelle 
entre le liquide céphalo-rachidien ventriculaire et le liquide 
sous-arachnoidien, il s’ensuit que maintes objections s’écrou- 
lent. Nous poursuivons nos recherches dans ce sens. 

Nous considérons toutefois, actuellement, le liquide céphalo- 
rachidien comme le milieu optimum pour l’accomplissement 
des processus de désagrégation du tissu nerveux, par suite, 
probablement, de la présence dans le liquide céphalo-rachidien 
d’éléments diastasiques encore mal connus. 

Cela dit, nous pouvons énoncer les propositions suivantes : 


ConcLusrons. 


1° Le tissu nerveux, maintenu in vitro dans des condi- 
tions de température déterminées dans le liquide céphalo- 
rachidien, est désagrégé et détruit dans l’espace de trente-six 
a quarante heures (Speransky, Wichnewsky, Ponomarew, 
Rivela); 

2° Ce processus ne s’observe pas si le liquide céphalo-rachi- 
dien est préalablement chauffé 4 60-70° C. (Rivela) ; 

3° Plusieurs modifications apportées au liquide céphalo- 
rachidien (adjonction de certains éléments chimiques, ultra- 
filtration, etc.) sont capables de changer le cours des processus 
neurolytiques ;: 

4° La pilocarpine n/altére pas l’activité neurolytique du 
liquide (Rivela, Velenosi) ; 

5° Le liquide céphalo-rachidien subit un processus d’auto- 
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inactivation par le seul fait de son vieillissement (Rivela, 
Lazzari); 

6° Les processus neurolytiques sont probablement de nature 
diastasique, imputables ala présence, dans le liquide céphalo- 


rachidien, d’éléments dérivés du métabolisme cellulaire du 
tissu nerveux. 
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PROPRIETES INHIBITRICES, 
VIS-A-VIS DU PARATYPHIQUE A, PRESENTES DANS 
LES CULTURES DE PARATYPHIQUES 


par A. ROCHAIX, P. SEDALLIAN et Mme CLAVEL. 


A coté de la lyse microbienne transmissible de d’Hérelle, on 
a reconnu la possibilité d'une inhibition de la végétation bacté- 
rienne par des fillrats de cultures pures ou mixtes, non conta- 
minées par un bactériophage. Ainsi, Gratia (1) aisolé du sang 
d'un lapin un coli-bacille qui produit en bouillon une sub- 
stance toxique pour un autre coli-bacille, et aussi pour le bacille 
Shiga. Dans |’étude qu il a consacrée a l’exposé de ses expé- 
riences, et a laquelle nous nous sommes souvent reportés pour 
interpréter nos propres constatations, Gratia invoque les fails 
signalés dés 1922 par Lisbonne et Carrére (2). On sait que ces 
auteurs ont reconnu dans une culture mixte de Shiga et de 
Coli la présence d’un principe lylique pour le Shiga. Les coli- 
bacilles acquiérent cette propriété par la végélation en commun 


avec le bacille de Shiga. Enfin, une souche de bacille coli, | 


de méme origine, mais conservée dans deux laboratoires 
(Bruxelles et Montpellier), devient lysogéne pour le Shiga dans 
un laboratoire, reste non lysogéne dans |’autre. 

Ces derniers faits sont aussi longuement étudiés et com- 
mentés par Bordet (3) dans les travaux concernant la lyse 
transmissible. Il y a ajouté ses propres expériences, soit avec 
Ciuca, soil avec Renaux, et ces derniéres surtout nous ont 
intéressés, parce que, comme les faits précédemment cités, 
elles ont quelque rapport avec nos propres constatations. 
Bordet et Renaux, étudiant un staphylocoque blanc, isolé de Ja 
lymphe vaccinale, montrent qu’une propriété lysogéne peut 


(1) Gratira. C. R. de la Société de Biologie, 47, 1925, p. 1040; Ces Annales, 
48, 1932, p. 413. 


(2) LisBonne et Carriere. Société de Biologie, 86, 1922, p. 360, 569; 88, 1923, 
p. 725; 90, 1924, p. 265; 
(3) Borner et Renaux. Ces Annales, 42, 1928, p. 1283. 
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apparaitre dans des cultures pures. Bordet cite également 
Hadley et Jimenez (1) qui ont obtenu, aux dépens d’une vieille 
culture en bouillon de Paratyphique A, certaines colonies inves- 
lies du pouvoir de lyser d’autres types microbiens de méme 
espéce. 

Tous ces travaux ont provoqué de vives controverses entre 
les tenants de l’origine hétérogéne et vivante du bactériophage 
et ceux de la nature autobactérienne héréditaire et transmis- 
sible de ce méme principe. On ne s’étonnera point que, dans 
un tel débat, nous nous gardions d’apporter une argumentation 
nouvelle, d’ailleurs nos expériences mémes n’apportent aucun 
élément d’interprétation particulier. On nous excusera égale- 
ment de ne pas étendre ces données bibliographiques, l’abon- 
dance des travaux sur le bactériophage, d’ailleurs pour la 
plupart connus, est Pexcuse des chercheurs qui se penchent 
sur ce probléme. 

Il n’est pas douleux que nous devons 4 Twortet 4 d’Hérelle 
fa notion de lexistence du phénoméne de lyse transmissible, et 
que ce phénoméne présente le pius haut intérét. Le but de ce 
Mémoire est d’en exposer quelques-uns & l'occasion desquels 
nous nous sommes elforcés d’en fixer les conditions détermi- 
nantes. On voudra bien les accepter tels qu’ils sont, sans com- 
mentaires, et si a la rigueur ils appuient la doctrine de Bordet 
nous n’en voulons point donner |’assurance. Ce serait mécon- 
naitre cependant l’intérét de ses travaux que de ne point avouer 
ici que si nous avons emprunté a d’Hérelle la méthode et la 
technique, ce sont les idées de Bordet qui nous ont un peu 
guidés dans les expériences exposées ci-aprés. 


* 
* % 


{° Un Paratyphique B conservé au laboratoire en milieu 
artificiel depuis plus de dix ans est mis en culture mixte avec 
un Paratyphique A appartenant aussi depuis longtemps a notre 
collection de laboratoire. Aprés vingt-quatre heures, on filtre 
cette culture mixte et on éprouve le filtrat avec le Paratyphique A. 
et le Paratyphique B, tous deux ensemencés aussitdt, et séparé- 


(4) Haptey et Jimenez. Journ. of inf. diseases, 48, février 1931, p. 76. 
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ment dans des tubes de bouillon ordinaire. On constate alors 
dans la suite que le Paratyphique A subit une inhibition de la 
végétation, comparativement a une culture témoin de méme age, 
non additionnée de filtrat. Le Paratyphique B, lui, n’est nulle- 
ment influencé. . 

Le milieu de culture ayant servi & la culture mixte d’abord, 
puis & la culture isolée des paratyphiques témoins, 4 ceux enfin 
sur lesquels le filtrat de la culture mixte est éprouvé, est un 
bouillon de beuf peptoné a5 p. 100, avec une solution de pep- 
tone Martin classique (peptone & 4 p. 100) neutralisée & pH 7, 
stérilisée & 120°. Ce milieu qui nous sert dans notre laboratoire 
de milieu dit bouillon ordinaire, & tous venants, est suffisant 
pour obtenir des cultures moyennement luxuriantes avec les 
microbes usuels n’exigeant point d’albumine particuliére, 
comme c’est le cas des bacilles typhiques. Le phénoméne que 
nous y avons constaté nous y a paru plus net que sur le bouillon 
peptoné simple (peptone Chapoteau), ou le bouillon T, milieux 
peut-étre un peu plus riches, ne mettant pas en évidence aussi 
facilement des différences dans la végétation de nos germes. 

La culture mixte de Paratyphique A et de Paratyphique B, 
qui nous sert & préparer le filtrat inhibiteur du Para- 
typhique A, est une culture de vingl-quatre heures. 

La filtration de cette culture est faite sur bougie Cham- 
berland L 3. La dose -de ce filtrat utilisé pour l’épreuve est 
minime, V a X gouttes. En aucun cas, il ne nous a été pos- 
sible d’incriminer la vaccination du milieu, qui s’éprouve 
d’ailleurs dans de toutes autres conditions. 

L’inhibition de Paratyphique A dans un tube de bouillon 
additionné de V 4 X gouttes du filtrat précédent est apparente 
aprés six heures par comparaison avec son témoin; d’auires 
fois seulement apres vingt-quatre heures d’étuve a 37°7. 
D’autres fois, apres quarante-huit heures a la température du 
laboratoire, une accentuation de V’inhibition se constate, 
comme s'il y avait eu vraiment lyse, mais nous ne pouvons 
l’affirmer, car jamais encore nous n’avons eu de véritable lyse 
d’une culture déji partie, ni de plages sur boites de Petri 
ensemencées. Ultérieurement, la végétation se produit, et 
aprés quelques jours l’équilibre entre les tubes d’épreuve et 
les tubes témoins s’établit. Si l’on filtre la culture inhibée de 
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Paratyphique A, et si l'on éprouve & nouveau leffet de son fil- 
trat sur un nouvel ensemencement de ce microbe, on retrouve la 
méme inhibition. Elle se transmet donc en série par passages et 
et parfois méme ne se révéle nettement qu’aprés trois, quatre, 
cing passages. C'est ainsi d’ailleurs qu’elle nous est apparue au 
début, et c’est a la longue, en persévérant, que nous l’avons 
obtenue ; c’est que, comme nous le verrons dans la suite, nous 
étions amenés logiquement a la rechercher. 

Enfin, la souche de Paratyphique A dont nous nous sommes 
servis, comme celle de Paratyphique B, qui sert aux cultures 
mixtes, n'ont pas, spontanément et isolées, la propriété de 
donner un principe inhibiteur susceptible de passer & travers 
les filtres Chamberland. Conservées depuis plus de dix ans sur 
milieu solide (gélose ordinaire), jamais elles ne nous ont donné 
d’ennuis, soit pour leur repiquage, soit pour leur entretien. 

Ce principe ainsi apparu dans les cultures mixtes est sen- 
sible a la chaleur. Aprés vingt-quatre heures 4 37°7, il est 
souvent détruit. Il lest toujours aprés une heure de chauffage 
vers 60°; au contraire, le vieillissement (quatre mois) a la 
température ordinaire ou & la glaciére ne l’altére pas. 


2° Les constatations précédentes ont suivi dans nos travaux 
d’autres expériences répétées elles aussi & plusieurs reprises. 
C’est par elles que nous avons été amenés & envisager une 
inhibition culturale dans les végétations mixtes de Para- 
typhiques. 

Nous cherchons depuis plusieurs années a réaliser des infec- 
tions mixtes avec nos deux Paratyphiques. Pour cela, nous 
inoculons & un cobaye 4 cent. cubes de culture vivante de 
vingt-quatre heures de Paratyphique A par voie sous-cutanée. 
Deux a trois heures aprés, nous inoculons le Paratyphique B 
(1/2 cent. cube sous-cutané). 

Entre temps, nous faisons une hémoculture 4 l’animal, 
et nous répétons encore plusieurs explorations, quatre, cing 
et dix heures aprés la deuxiéme inoculation. De la sorte, nous 
nous assurons qu’apres l’inoculation de Paratyphique A, ce 
microbe passe dans le sang et s’y développe. Aprés la 
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deuxiéme inoculation, nous avons constaté souvent que seul 
le Paratyphique B se retrouve dans l’hémoculture. Frappés de 
cette concurrence microbienne zn vivo, nous avons cherché a 
l’expliquer par un bactériophage ou un principe analogue. 
Nous avons pour cela filtré nos hémocultures et éprouvé le 
filtrat avec les souches primitives, aussit6t ensemencé. C'est 
seulement dans les hémocultures faites aprés la deuxiéme ino- 
culation (de Parathyphique B) que le pouvoir inhibiteur se 
trouve. Mais, aprés tout, ces hémocultures-li peuvent ¢étre 
considérées comme des cultures mixtes de Paratyphique A et 
de Paratyphique B. D’ailleurs, jamais nous n’avons trouvé le 
principe dans le sang laqué des cobayes, prélevé apres les ino- 
culations, mais seulement dans l’hémoculture ayant poussé en 
vingt-quatre heures. Nous ne sommes pas allés plus loin dans 
une tentative d’explication de cette concurrence microbienne 
in vivo. Celle-ci nous a paru d’autant plus complexe que des 
cobayes inoculés, ceux-ci avec une seule souche, les uns avec 
du Paratyphique A, les autres avec du Paratyphique B, et 
placés dans une méme cage, se contaminaient mutuellement, 
eten moins de deux a trois heures, et de telle sorte que tous 
les cobayes terminaient leur infection originelle avec le Para- 
typhique B et avec ce microbe seulement; ceux qui étaient ino- 
culés cependant avec le Paratyphique A perdaient de ce fait ce 
microbe que l’on ne parvenait plus 4 retrouver dans leur sang. 

Aussi bien, l'étude de l'inhibition in vitro, peut-étre parce 
que plus facile & conduire expérimentalement, a occupé désor- 
mais notre attention. 


* 
* ¥ 


3° Elle ne manquait point d’intérét, et nous avons compris 
en l’observant la passion qu’anime les chercheurs sur le bacté- 
riophage. Ce phénoméne est trop net et trop curieux pour ne 
pas intriguer. Nous l’avons été nous-mémes par les faits sui- 
vants : 

Nos souches de départ n’étaient point suspectes d’avoir été 
contaminées par quelque microbe que ce soit, ni méme par 
un bactériophage. Il était surprenant qu’aprés plus de dix ans 
de conservation au laboratoire elles aient gardé un tel virus 
attaché a leur protoplasma si, a l’origine, il leur avait été 
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accolé. D’aulre part, ni les cultures pures de notre Para- 
typhique A, ni celles de notre Paratyphique B, ne présentaient 
spontanément de semblable propriété. Et, cependant, la trans- 
mission en série au méme Paralyphique A du principe qu’on 
lui avait adjoint montrait que ce Paratyphique avait acquis 
désormais une propriété nouvelle. 

Ce fait, cependant, n’était point facile & expliquer autre- 
ment qu’en cherchant des analogies avec les constatations de 
Lisbonne et Carrére, et celles de Gratia, rappelées au début de 
ce Mémoire. L’argument de d’Hérelle, qu’un bactériophage u 
pu contaminer, au cours des passages, les souches utilisées, 
malgré sa valeur, ne nous a pas abs olument retenus. Nous ne 
savons pas d’ailleurs sil s’agit d'un bactériophage vrai. Ceux 
que nous avons eus entre les mains, et que nous avons étu- 
diés rapidement par curiosité, nous ont paru d’une toute autre 
activité. Mais nous deyons dire, pour ajouter aux critiques 
éventuelles de nos travaux, ceci : un Paratyphique B de méme 
origine (notre souche de laboratoire), aprés avoir servi & plu- 
sieurs inoculations en série au cobaye (227 passages), a acquis 
la propriété de donner en culture pure le méme principe inhi- 
biteur pour le Paralyphique A, que jusqu’ici nous n’avons 
observé que dans les cultures mixtes Paratyphique A et Para- 
typhique B. Mais il est arrivé, au cours de ces passages, que 
les cobayes inoculés soient placés dans les mémes cages que 
d’autres infectés avec du Paratyphique A. L’éventualilé de 
surcontamination de cage nous a semblé une possibililé. 

Enfin, ayant étudié, comme nous le décrirons plus loin, 
d’aulres Paratyphiques, il nous a été donné d’avoir entre les 
mains une souche de Paratyphique A (provenant du Val-de- 
Grace), dont les cultures avaient spontanément la propriété 
dinhiber a la dose de quelques gouttes Ja culture d'autres 
Paratyphiques A d’origine différente. 


* 
ery 


4° Nous avons cherché, en effet, & savoir si notre Para- 
typhique B, mis en culture avec du Paratyphique A d’autre 
origine, permettait une étude analogue. Nous avons étudié 
ainsi : 
Annales de l'Institut Pasteur, t. Ll, n® 3, 1933. 20 
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Un Paratyphique A provenant de I’hdpital Sainte-Anne a 


Toulon; 

Un Paratyphique A provenant de l'Institut Pasteur de 
Paris; 

Deux Paratyphiques provenant du Val-de-Grace dus a 
l'obligeance de M. le pharmacien-capitaine Velluz ; 

Un Paratyphique provenant de I’Institut Pasteur d’Athénes 
et dd & l’obligeance du D" Pierre Lépine. 

Avec tous ces microbes, leur culture mixte avec le Para- 
typhique B donne un filtrat inhibant ultérieurement leur propre 
végétation. Quant aux inhibitions croisées, elles sont incons- 
tantes, mais existent. Il nous a paru également que les Para- 
typhiques A ayant subi des passages sur le cobaye sont plus 
sensibles & inhibition. 


* 
» 


5° Nous avons cherché également si le Paratyphique B de 
notre laboratoire subirait linfluence d’un filtrat provenant 
d'une culture mixte Parathyphique A-Paralyphique B, d’ori- 
gines diverses. Nous avons étudié dans ce but 14 Para- 
typhiques B provenant pour la plupart de la collection de 
l'Institut Bactériologique de Lyon, d'autres de l’{nstitut Pas- 
teur de Paris, ou de celui d’Alhénes, et étiquetés : 

Rennes. 

Drigalski I. 

Drigalski II. 

Conradi. 

B. Conserves (provient de l'Institut Pasteur de Paris). 
. L. (provient de I'Institut Pasteur de Paris). 
B. 3. (provient du Val-de-Grace). 
B. Verdun. 
B. Roubaud (provient de l'Institut Pasteur de Paris). 
B. Sayanou (provient de I’Institut Pasteur d’Athénes). 
Kirzis (provient de l'Institut Pasteur d’Athénes). 
Payani (provient de l'Institut Pasteur d’Athénes). 
Pilou (provient de l'Institut Pasteur d’Athénes). 
Linaki (provient de I’Inslitut Pasteur d'Athénes). 
Grug (provient de l'Institut Pasteur de Paris). 
Les sept premiers seulement ont permis de retrouver le 


oe 
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phénoméne. Le premier seulement in vitro, le cinquiéme seu- 
lement in vivo. Les autres nous ont donné des expériences néga- 
tives. 

Il serait possible d'argumenter longuement sur ces résultats. 
Mais on comprendra que nous nous en gardions : concurrence 
microbienne ? Lyse héréditaire transmissible ? Toutes les expli- 
cations sont possibles. Nous nous contentons de Vexposé 
des faits; d’auires recherches et d'autres résultats permettront 
peut-étre de les expliquer. 


HUITIEME ET NEUVIEME CAMPAGNES 
DE PREMUNITION 
CONTRE LES PIROPLASMOSES BOVINES 
DANS L’AFRIQUE DU NORD (1930-1932) 


par Eom. SERGENT, A. DONATIEN, L. PARROT, F. LESTOQUARD. 


Huititme campagne de prémunition antipiroplasmique 
(1930-1931). 


La huititme campagne a consisté dans Ja prémunition de 
970 bovins contre les quatre piroplasmoses pathogénes de 
l'Afrique du Nord : piroplasmose vraie, babésiellose, anaplas- 
mose et theilériose, et de 71 animaux contre la theilériose seu- 
lement : 

‘941 bovins en Algérie, dont 296 dans le département d’Alger 
et 645 dans le département de Constantine, 

14 bovins en Tunisie, 

86 bovins au Maroc. 

La campagne a comporté deux opérations prémunitives : 

La premiére prémunition (970 animaux) a eu lieu a la fin du 
mois de novembre 1930; 

La seconde prémunition (1.041 animaux) a eu lieu & le fin du 
mois de mars 1931. 


PREMIERE INOCULATION PREMUNITIVE. DoNNEURS DE YVIRUS-VACCIN. 


Piroplasmose vraie a Piroplasma bigeminum. — Les 3 don- 
neurs sont les veaux C 79, dont V’infection date du 13 février 
1930 (ancienneté de l’infection : neuf mois), C 63 et C 64, 
dont l’infection date du 31 juillet 1930 (ancienneté de l’infec- 
tion : quatre mois). Ces 3 veaux sont saignés chacun de 
2 litres, le 26 novembre 1930, et leur sang mélangé de facon a 
obtenir un virus-vaccin homogéne. 
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Babésiellose a Babesiella berbera. — Les donneurs de virus 
sont les veaux A 2?/ et A 96, dont l’infection date de six mois, 
et C 66, dont l’infection date de quatre mois. Les 2 litres de 
sang prélevés 4 chacun d’eux sont mélangés. 


Essai du virus-vaccin : A titre d’essai, 5 cent. cubes de sang de C 66, con- 
servateur depuis quatre mois, sont inoculés, le 3 novembre 1930, sous la 
peau, a la vache laitiére C 99. Bon résultat. Accés de vaccination faible. 


Anaplasmosea Anaplasma marginale. — On prépare le virus- 
vaccin par le procédé du « virus d’incubation ». Le 21 novembre 
1930, du sang est prélevé a C 23, conservateur de virus depuis 
huit mois, et 50 cent. cubes sont imoculés, sous la peau, aux 
veaux d’Aubrac C 96 et C 97. 

Le 26 novembre 4930, aprés cing jours pleins, les deux veaux 
C 96 et C 97 sont saignés de chacun 3 litres. 

La dose de chacun des virus-vaccins est fixée & 5 cent. cubes. 
Ces vaccins sont expédiés a l’intérieur de |’Algérie, au Maroc 
eten Tunisie, le 26 novembre 1930, pour étre inoculés dans 
les trois jours suivants, c’est-a-dire avant le 30 novembre 1930. 


SUITES DE LA PREMIERE OPERATION PREMUNITIVE. 


Oa compte 2 cas de mort aprés les opérations de prémuni- 
tion, dus, tous les deux, & l’anaplasmose. [1 s’agit, dans les 
2 cas, de vaches laitiéres. Cet accident justifie, une fois de 
plus, les réserves que nous avons formulées au sujet de la 
prémunition des animaux de cette catégorie. 

Au total, sur les 970 prémunis, 2 morts, soit 0,2 p. 100. 


SECONDE INOCULATION PREMUNITIVE. 


-‘Theilériose a Thetleria dispar. — Le virus-vaccin est préparé 
avec la souche « Kouba », qui a été isolée a l'état de pureté 
cing ans et demi auparavant. 

On préléve, le 24 mars 1931, 3 lit. 500 de sang 4 3 veaux 
du quatre-vingt-onziéme passage, B 96, C 90, C 94, au moment 
de l’accés thermique, apres constatation de la présence de 
corps en grenade dans le foie. 

Le jour méme, le virus-vaccin est expédié, pour étre employé 
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a la dose de 10 cent. cubes dans les trois jours suivants. 


Essai du virus-vaccin : Les réactions ont été excellentes. Les deux veaux 
inoculés comme témoins au laboratoire, B 5 et B 6, ont fait des réactions 
normales, avec présence de corps en grenade dans les organes profonds. 


SUITES DE LA SECONDE OPERATION PREMUNITIVE. 


On compte 3 morts comme accidents de la prémunition : 
2 veaux de la race brune des Alpes, nés et élevés en Algérie, 
sur les Hauts-Plateaux, et 1 vache, dans Je Tell. 

Au total, sur Jes 1.041 animaux vaccinés contre la theilé- 
riose, 3 morts, soit 0,3 p. 100. 


EFFICACITE DE LA PREMUNITION. 


On n'a signalé aucun cas de piroplasmose, au cours de 
année 1931-1932, chez les animaux vaccinés. 


R&tsuLtats GENERAUX. 


La premiére prémunition a entrainé la mort de 0,2 p. 100 
des animaux vaccinés, et la seconde de 0,3 p. 100. Au total, 
les pertes dues aux accidents de la huitiéme campagne de pré- 
munition ont été de 0,5 p. 100 de l’effectif. Les pertes causées 
par Jes piroplasmoses naturelles parmi les bovins prémunis 
ont été nulles. 


Neuviéme campagne de prémunition antipiroplasmique 
(1931-1932). 


La neuvitme campagne a consisté dans la prémunition de 
1.674 bovins contre la babésiellose, Vanaplasmose et theilé- 
riose, et de 13 bovins contre la theilériose seulement : 

892 bovins en Algérie, dont 381 dans le département d’Alger, 
et 541 dans le département de Constantine, 

471 bovins en Tunisie, 

324 bovins au Maroc. 


La campagne a comporté deux opérations prémunitives : 
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La premiére prémunition (1.674 animaux) a eu lieu & la fin 
du mois de novembre 1931 ; 

La seconde prémunilion (1.687 animaux) a eu lieu au com- 
mencement du mois d’avril 1932. 

En raison de larareté de Ja piroplasmose vraie dans l'Afrique 
du Nord et des moyens qu’on posséde de guérir la maladie 
déclarée, la prémunilion contre P. bigeminum a été jugée 
superflue. 


PREMIERE INOCULATION PREMUNITIVE. DonneuRS DE VIRUS-VACCINS. 


Babésiellose a Babesiella berbera. — Le 13 novembre 1931, 
2 lit. 750 de sang sont prélevés sur les 3 veaux B 39, B 47 et 
B 58, qui sont conservateurs de virus de babésiellose depuis 
quatre mois. 


Essai du virus-vaccin : Des essais préalables de ce virus sur les 3 veaux 
B 6, B 11, C 42, inoculés chacun avec 10 cent. cubes, ont donné des accés 
faibles de babésiellose. 


Anaplasmose a Anaplasma marginale. — Le virus-vaccin a 
été constilué par du « virus d’'incubation ». Les veaux B 77, 
B 81, B 82 et C 66 sont inoculés sous la peau, avec le sang de 
C 97, conservateur depuis un an d’ Anaplasma marginale. 

Cing jours plus tard, c’est-a-dire tout au début de l’incuba- 
tion — dont la durée est supérieure & un mois — ces 4 veaux 
sont saignés. 

La dose de chacun des virus-vaccins de babésiellose et d’ana- 
plasmose est fixée & 5 cent. cubes; elle doit étre employée dans 
les trois jours qui suivent la saignée. 


SUITES DE LA PREMIERE OPERATION PREMUNITIVE. 


Aucun incident n’a été signalé. 


DEUXIEME INOCULATION PREMUNITIVE. 


Theilériose a Theileria dispar. — Le virus-vaccin est constitué 
par la souche « Kouba » qui a été isolée & l'état de pureté 
six ans et demi auparavant. On préléve, le 14 mars 1932, 
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4 lit. 500 de sang & 4 veaux du cent neuviéme passage de la 
souche « Kouba » B 47, B6/, B70, B 85, au moment de l'accés 
thermique, aprés constatation de corps en grenade dans le foie. 

La dose est fixée & 10 cent. cubes par bovin et doit étre 
employée dans les trois jours qui suivent. 


Essai ‘du virus-vaccin : 2 yeaux, B 59, B66, inoculés au laboratoire comme 
témoins, font des réactions normales, bénignes. 


SUITES DE LA SECONDE OPERATION PREMUNITIVE. 


Sur les 1.687 animaux soumis 4 la prémunition antithei- 
lérique chez les éleveurs, on enregistre 14 morts, soit une mor- 
talité de 0,8 p. 100. 


ErFIcAcIté DE LA PREMUNITION. 


On n’a constaté aucun cas de babésiellose ni d’anaplasmose 
chez les animaux prémunis. Mais plusieurs cas de défaillance 
de la prémunition contre la theilériose ont été signalés, presque 
tous au Maroc. Sur les 1.363 bovins prémunis en Algérie et en 
Tunisie, un seul est mort de theilériose, soit 0,07 p. 100 de 
Veffectif vacciné en Algérie et en Tunisie. Sur les 324 bovins 
vaccinés au Maroc, on signale, dans le courant de 1'été, 6 morts 
par theilériose, soit 1,8 p. 100 de l’effectif vacciné. 

La mortalité a l’épreuve, par maladie naturelle, est donc, au 
total, pour la neuviéme campagne, de 0,4 p. 100. 


Résultats généraux. 


Accidents consécutifs aux opérations prémunitives : 


Premiere prémunition® .19- a -e-aaan a eee ee 0 ; 
Deuxiemerpreminitl One ween ett ee 0,8 p. 100 
Insuccés de la prémunition (theilériose). . ..... 0,4 p. 100 


Si l'on additionne les accidents de la prémunition et les 
insuccés & l’épreuve, on constale que la mortalité totale a été 
de 1,2 p. 100 sur un effectif de 1.687 bovins soumis & la pré- 
munition, puis exposés & la contagion en pays infecté, 


NS 
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Tableau résumant les neuf campagnes de prémunition. 


TOTAL 
des pertes 
chez 
les prémunis 


NOMBRE ACCIDENTS DUS INSUCCES 

a de 
la prémunition | la prémunition 
prémunis p. 100 p- 100 


de bovins 


1923-1924 
1924-1925 
4925-1926. . 
4926-1927 
4927-1928 
41928-1929 
41929-1930 
HOSOAhO Stee. 
4931-1932 


cocococer eS & 
wo ww ew 
WME Dx co 


rFoomereS 


coocnK Owe 


> 


MeOlalliedest «ne 


La mortalité minima par la maladie naturelle chez les ani- 
maux non prémunis, dans les régions contaminées, alteint de 
20a 40 p. 1090. 

(Unstitut Pasteur d' Algérve.) 


RECHERCHES SUR LE TYPHUS EXANTHEMATIQUE © 
ET SUR SON ORIGINE MURINE 


PREMIER MEMOIRE : 


SUR L’EXISTENCE D’UN TYPHUS MURIN DANS LE BASSIN ORIENTAL 
DE LA MEDITERRANEE ET SUR LES CARACTERES DE CE VIRUS 


par P. LEPINE. 


Les recherches, exécutées a |’Institut Pasteur d’Athénes, que 
nous désirons rapporter ici, formeront la matiére de deux 
mémoires; elles ont eu pour objet primordial l’origine du 
lyphus exanthématique. Favorisés tout d’abord par le maté- 
riel expérimental rencontré, ces travaux, commencés en 
décembre 1931, se sont poursuivis depuis sans interruption 
malgré des difficullés de toute nature qui, par suite des circon- 
stances, y ont fait obstacle. 

Les expériences auxquelles ils ont donné lieu ont été fort 
nombreuses et répétées, et les faits observés ont été, sauf 
exceplions signalées, plusieurs fois vérifiés. Les plus essentiels 
d’entre eux ont été communiqués sous forme de notes (1) et 
souvent controlés par d’autres chercheurs. Aussi déclarons- 
nous une fois pour toutes que, tant pour alléger le texte que 
pour éyiter d’inutiles répétitions, nous nous bornerons, dans 
exposé des expériences étayant notre argumentation, & ne 
reproduire & la fois qu’un seul protocole résumé, & titre 
d’exemple. 


(1) P. Lépins. C, R. de l’Acad. des Sc., 194, 1932, p. 401 ; ibid, 195, 1932, p. 188; 
id., Bull. de V Acad. de Méd., 107, 1932 495; id., C. R. de la Soc. de Biol., 109, 
1932, p. 1072, 1162, 1244; 140, p. 442; 444, p. 9315 id., ibid., 142, 1933, p. 17; 
id., Iet Congrés international d'Hygiéne mediterrunéenne (Marseille, 1932) ; id. 
Bull. de la Soc. de Pathologie exotique, 26, 1933, p. 331; P. Léprne, CAMINOPETROS 
et Pancatos. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 710; P. Lépme et Camino- 
petros. C. R. de l’Acad. des Sc., 194, 1932, p. 1277. 
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PREMIERE PARTIE 


I. — Recherches préliminaires. Infection des rats 
de 1 Ancien Monde 
par un virus ayant les caractéres du typhus mexicain. 


Ila été beaucoup question du typhus, ou mieux des typhus, 
a l'occasion de travaux récents qui, tout en élargissant le cadre 
des maladies exanthématiques et la connaissance que nous en 
avons, nous ont amené 4 modifier sensiblement, ou plutét a 
compléter, la conception du typhus telle qu’elle est issue des 
admirables recherches, aujourd’hui classiques, de Ch. Nicolle 
et de ses collaborateurs. 

C’est aux observations de K. F. Maxcy (1) aux Etats-Unis, 
et aux travaux de Mooser(2), de Mooser, Castatieda et 
Zinsser (3), de H. A. Kemp (4), de Dyer, Rumreich et Badger (5), 
pour ne citer que les plus importants, que nous devons une 
notion absolument nouvelle : le réle joué par certains ron- 
geurs et leurs parasites dans la transmission d’une forme parti- 
culiére du typhus exanthématique observée au Nouveau 
Monde, principalement au Mexique. 

Lorsque nous avons entrepris nos recherches en Gréce, le 
typhus mexicain était considéré comme formant une entité a 
part, variété du typhus exanthématique individualisée par des 
caractéres cliniques et expérimentaux, bien limitée aux con- 
trées chaudes de l’Amérique (Sud des Etats-Unis, Mexique, 
Guatemala). Le réle joué par le rat et ses parasites dans ce 
typhus du Nouveau Monde, connu depuis peu par les recherches 
des auteurs américains, était considéré et affirmé comme étant 
négligeable dans l’Ancien Monde, ow tous les cas de typhus 
exanthématique, épidémiques ou endémiques, relevaient du 
typhus a poux, homme étant, dans tous les cas, le seul réser- 
voir du virus. 


1) K. F. Maxcy. U. S. Pub. Health. Rep., 44, 1929, p. 589. 

2) Mooser. Journ. Inf. Diseases, 43, 1928, p. 240. 

3) Mooser, CastaNepa et Zinsser. Journ. Amer. Med. As<oc., 97, 1931, p. 234. 
4) H. A. Kemp. Journ. Amer. Med. Assoc., 97, 1931, p. 775. 
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Cependant, il apparaissait comme infiniment probable que 
les rongeurs intervenaient d'une fagon ou d'une autre dans 
l’étiologia d’un typhus bénin observé, depuis 1927, & Toulon, 
mais exclusivement a bord des navires de guerre, par MM. Plazy; 
Marcon et Carboni(1) qui en ont donné la premiére description, 
et bien étudié par MM. Marcandier et Bideau (2), Marcandier, 
Plazy, Le Chuiton et Pirot (3), Plazy, Marcandier, Germain et 
Pirol (4). 

Ces auteurs avaient établi la parenté immunologique et séro- 
logique de l’affection observée avec le typhus exanthématique, 
réalisé la transmission de la maladie de [homme & animal, 
montré que les poux ne jouaient aucun réle dans la contagion 
naturelle, et accusé, par une suite logique de déductions, le 
rat et ses acariens parasites dentretenir l’affection & bord des 
navires. Toutefois, l’inoculation au singe du broyat de Derma- 
nyssus muris, le parasite incriminé, était restée sans résultat, 
le rat lui-méme n’avait pas été l’objet des recherches systéma- 
tiques. Aucun.cas de typhus nautique n’ayant été observé & 
terre, et les navires paraissant seuls contaminés, il semblait 
du reste s’agir d’une infection introduife & bord au cours d’une 
croisiére exolique et persistant depuis grace & Jlinfection 
murine du bord. 


Nous étions cependant disposé & admettre d'une facon géné- 
rale, par analogie avec les faits observés au Mexique, la conser- 
valion du virus du typhus exanthématique chez les muridés, 
tout au moins dans le bassin oriental de la Méditerranée, 
bordé par des régions ot s’observe le typhus & l'état endé- 
mique (Balkans, Caucase, Asie Mineure) en raison de faits 
d’observation recueillis en 1925 et 1926, principalement parmi 
la population arménienne réfugiée de Syrie. La réapparition 
périodique de cas sporadiques de typhus parmi une commu- 
nauté surveillée sanitairement et bien épouillée, la localisation 
de ces cas 4 certains quartiers, nous avaient, dés cetle époque, 


(1) Puazy, Marcon et Carsoni. Bull. de l Acad. de Méd., 98, 19:7, p. 348. 

(2) MarcanoiEr et Bipgau. Revue d'Hygiéne, 52, 1930, p. 353. 

(3) Marcanpigr, Piazy, Le Cuuiron et Piror. Bull. de l'Acad. de Méd , 405, 
1931, p. 1012. 

(4) Prazy, Mancanpiex, Germain et Piror. Bull. de l Acad. de Méd., 106, 1931, 
p. 51. 
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donné & penser que le virus typhique pourrait bien, dans cer- 
laines conditions, persister en dehors du cycle homme-poux, 
vraisemblablement sur un insecte hématophage. Quelques 
essais de recherches entrepris a |’époque élaient restés sans 
résultat, mais les faits si bien observés au Mexique ne pou- 
vaient que nous renforcer dans notre opinion. 


C’est pourquoi, voulant rechercher le réle éventuel des 
muridés dans la genése du typhus exanthématique de l’homme, 
nous nous sommes adressé & des rats provenant des villes 
d’Athénes et du lirée, ot s’observent chaque année un cer- 
tain nombre de cas de typhus exanthématique, mais capturés 
en dehors de toute épidémie actuelle de !yphus et en l’absence 
de cas récents de cette affection. 

Dés nos premiéres expériences, nous avons pu constater que 
lencéphale de rats d’Athénes et du Pirée, apparemment sains, 
renfermait un virus palhogéne pour le cobaye, chez qui il déter- 
minait une affection fébrile ayant les caractéres du typhus 
exanthématique (1). 


Expériznce I. — Les rats, appartenant aux espéces Mus decumanus et Mus 
alexandrinus, étaient groupés d’aprés le lieu de capture jusqu’a concurrence 
de huit ou dix, puis sacrifiés. Les encéphales des rats d’un méme lot étaient 
prélevés stérilement, broyés ensemble, et l’émulsion cérébrale obtenue, dont 
les cullures ont toujours été négatives, était inoculée par voie intrapérito- 
néale, a la dose de 1 cent. cube par animal, a des cobayes. 

Nous avons constaté que, dans la moitié des cas environ, les cobayes 
d'une méme série ainsi inoculés présentaient, aprés une incubation de six 
a quatorze jours, une période fébrile durant de quatre 4 douze jours. 

Pendant cette période fébrile, l’animal ne présentait jamais d’ictére, et son 
état général restait absolument normal; seul, le thermométre décelait une 
température évoluant d'une maniére continue entre 40° et 40°8 ; toutefois, 
les femelles pleines ont avorté le deuxiéme jour de la fiévre. Le sang et le 
cerveau du cobaye étaient virulents pendant la période fébrile, et permet- 
taient les passages en série; quelques animaux faisaient une maladie inap- 
parente a la suite de laquelle ils furent trouvés vaccinés contre une nou- 
velle inoculation. A toutes les périodes, tous les organes se sont montrés 
bactériologiquement stériles : la recherche des spirochétes a été constam- 
ment négatlive. Un lapin inoculé par voie intrapéritonéale n’a présenté 
aucune réaction, mais son sérum est devenu, 4 partir du qualorziéme jour, 
agglutinant au 1/40 pour le B. Proteus X. 19. 


Mais si l’ensemble de Ja maladie délerminée chez le cobaye, 


(1) P. Lietnz. C. R. de l’Acad. des Sc., 194, 1932, p. 401. 
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et spécialement l’allure de la courbe thermique, était suggestif 
du typhus expérimental tel que nous étions accoutumé a 
observer chez cet animal, deux caractéres, que nous obser- 
vions pour la premiére fois sur une souche européenne, évo- 
quaient d’une maniére saisissante Ia variété mexicaine du 
typhus, telle que Ja décrivaient & Mexico, Mooser, Castafieda 
et Zinsser opérant sur des rats capturés en milieu d’endémie 
typhique, et au contact de cas récents. C’élaient : 

1° L’apparition constante, quoiqu’a un degré variable, d’une 
réaction des enveloppes testiculaires chez le cobaye male 
(cedéme scrotal, vaginalite, descente du testicule) apparaissant 
peu aprés la fidvre, présentant son acmé au bout de deux jours 
et disparaissant avec la défervescence. La vaginale des cobayes 
sacrifiés prés2ntait a l’cil nu des hémorragies punctiformes ; 
sur les frottis, on notait, outre l'absence de germes d’infection 
banale, une vive réaction inflammatoire ot prédominaient de 
grands mononucléaires et des polynucléaires en parties pic- 
nosés, avec présence, dans quelques-unes des cellules endothé- 
Jiales, d’inclusions nombreuses ayant la morphologie et les 
réactions tinctoriales des rickettsia. Les émulsions de vaginale 
infeclée étaient exirémement virulentes, et leur inoculation 
par voie intrapéritonéale réduisait chez le cobaye l’incubation 
dela période fébrile & quatre ou cing jours ; 

2° L’existence chez le rat blanc, inoculé avec une émulsion 
cérébrale de cobaye, d’une maladie apparente (fiévre de courte 
durée avec adynamie et un certain degré de réaction testicu- 
laire), souvent grave et parfois mortelle. 

D’autre part, dans l’intervalle et presque simultanément, 
MM. Marcandier et Pirot (1) avaient fait connaitre les résultats 
de leurs recherches pratiquées sur des rats capturés & bord des 
navires de guerre ou s’observail le typhus naultique, avec des 
résultats absolument analogues. Bienlét, nous répétions nos 
expériences avec des rats provenant de Beyrouth, et nous 
apportions, avec J. Caminopetros et G. Pangalos (2), les 
preuves de l’infectiosité des puces du rat, parmi lesquelles la 
puce Xenopsilla Cheopis, & la fois la plus fréquemment ren- 


(1) Marcanorer et Pinot. C. R. de l'Acad. des Sc., 194, 1932, p. 398. 
(2) P. Léeing, J. Caminopetros et G. Pancatos. C. R. de la Soc. de Biol., 109 
1932, p. 710. bre 
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contrée et la plus constamment infectée, est aussi celle qui 
s'attaque le plus volontiers & thomme. 

Il y avait done lieu, dés avant toute enquéte clinique, d’envi- 
sager sérieusement pour l’Ancien Monde comme pour le Nou- 
veau le réle que pourrait jouer le rat dans la conservation du 
virus exanthématique et la genése des cas sporadiques du 
typhus, tout au moins de l'une de ses variétés, celle qui cor- 
respond cliniquement & la maladie de Brill. 


II. — Etude expérimentale du virus murin. 
Propriétés du virus. 


Nos premiéres expériences nous montraient que nous étions 
en possession d'un virus déterminant, chez le cobaye et chez 
d’autres animaux de Jaboraloire, une maladie qui n’était pas 
due 4 un germe cultivable sur les milieux usuels ou spéciaux. 
Il y avait lieu de déterminer, 7m vitro comme in vivo, les carac- 
teres de ce virus en vue de ies comparer & ceux que des 
recherches aujourd'hui classiques assignent depuis longtemps 
au typhus exanthématique. 

Groupons, d’abord, pour n’avoir plus a y revenir, cerlains 
des caractéres physico-chimiques obtenus au cours de cette 
étude. 

Nous avons recherché (4) les propriétés du virus murin sur 
des émulsions de matiéres virulentes, généralement des émul- 
sions cérébrales (cerveaux des cobayes de passage) légérement 
centrifugées pour en éliminer les grosses particules, plus rare- 
ment sur des émulsions de vaginaies traitées de la méme 
facon. La virulence des émulsions a, dans tous les cas, été 
appréciée par injection intrapéritonéale de 4 cent. cube de 
l’émulsion considérée au cobaye, la température de l’animal 
étant prise deux fois par jour pendant les vingt-cing jours 
consécutils. S’il y avait lieu, une inoculation d’épreuve était 
pratiquée aprés un délai minimum de quarante jours. 

Action de la chaleur. — Le virus est trés sensible & la cha- 


(4) P. Lépine. [ev Congrés international d’Hygiéne méditerranéenne, Marseille, 
20-2) septembre 1932. 
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leur. Il est complétement détruit en douze minutes de chauf- 
fage & la température de 56°, en une minute a 80°, et presque 
instantanément & 100°. 

Résistance au froid. — Le virus résiste au froid (frigorigéne 
a’ —5° C.) pendant plusieurs jours. Nous avons, 4 plusieurs 
reprises, mis cette propriété 4 contribution pour conserver un 
virus ou différer un passage. Jusqu’au quatriéme jour de con- 
eélation, la virulence est constante et son titre ne parait pas 
subirdediminution. Du cinquiéme au huitiéme jour, le cerveau 
reste toujours virulent, mais cette virulence est fréquemment 
atténuée : incubation plus longue, période fébrile plus courte. 
Du neuviéme au douzitme jour la virulence est inconstante et 
faible. Au dela du douziéme jour nos émulsions avaient perdu 
leur virulence. Voici une expérience praliquée sur le virus 
murip, quia 66 conduite parallélement avec le typhus exan- 
thématique, souche Nicolle. Les résultats ont été absolument 
superposables. 


Expérience II. — Le 7 octobre 1932 on sacrifie le cobaye ¢& A 30, quinziéme 
passage de la souche J. B., el le cobaye ¢ A 31, trois cent cinquante-cin- 
quiéme passage de la souche Nicolle. Avec leurs cerveaux on prépare deux 
émulsions dans des conditions identiques, qui sont placées A la glaciére 
électrique et qui servent ensuite 4 inoculer les animaux suisants : Aprés 
quarante-huit heures : A371, 9, J B (fiévre le neuviéme jour) et A 38, do, 
Nicolle (fiévre le neuviéme jour, sacrifié passage positif). Aprés quaire jours : 
A43 ot, JB (fiévre a 40°4 le sixitme jour, sacrifié le septitme, Rickettsia et 
passage positif) et A44, o, Nicolle (fiévre le huitiéme jour, durant six jours). 
Aprés huil jours: A5\, 2, J Bi fiévre le sixiéme jour mais durant trois jours 
seulement) et A 52, o%, Nicolle (fiévre le cinquiéme jour, mais durant trois ~ 
jours seulement). Aprés douze jours : AG61, 9, JB (la température atteint 
40° le dixiéme et le treizitme jour; éprouvé : immunité incompléte) et A 60, 
ot, Nicolle (reste apyrétique et meurt le 22 novembre avant d’avoir été 
éprouvé). 


Dessiccation. — Une expérience unique nous a montré que le 
virus desséché sur le vide sulfurique (quarante-huit heures a la 
température du laboraloire) avait perdu son activilé. Mais il 
serait bon de rechercher l’aclionde la dessiccation & basse 
tempéralure. 

Action des antiseptiques. — Tous les antiseptiques exsayés 
(formol & 1/4.000, hypochlorite de soude a 1/2.000, iode a 
1/300, eau oxygénée 1/300) ont détruit le;virus en deux heures 
de contact. Il s’agit donc d’un germe fragile. 


\ 
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Placé dans, la glycérine neutre, pure ou diluée a 50 p. 100 
dans l’eau physiologique. et conservée & basse température, le 
virus perd rapidement son. pouvoir pathogéne pour le cobaye. 
Au bout de quarante-huit heures un fragment d’encéphale 
placé dans la glycérine est encore virulent. A partir du cin- 
quiéme jour les résultats sont inconstants : incubation pro- 
longée:ou formes abortives alternent avec des résultats négatifs 
et quelques résultats positifs. A partir du onziéme jour nous 
n’avons enregistré que des. échecs. Nous admettons donc que 
le virus est progressivement détruit par la glycérine du cin- 
quiéme au dixiéme jour. 

Filtrabilité. —- Nous avons recherché la filtrabilité du virus 
au moyen d’émulsions cérébrales décantées et centrifugées, 
filtrées par aspiration sur bougies Chamberland, a la pression 
négative de 25 4 30 centimetres Hg exercée pendant cing 
minutes. Si la quantité récoltée durant ce temps était insuffi- 
sante, la filtration était recommencée sur une bougie neuve 
jusqu’a obtention d’une quantité tolale de filtrat de 2 cent. 
cubes qui élait injeclée au cobaye par voie intrapéritonéale. 
Deux essais sur bougie L2 nous ont donné deux résultats posi- 
tifs (incubation de dix 4 douze jours) alors que trois essais pra- 
tiqués. sur bougies L3 sont restés négatifs. 


Experiences III et [V. — Le 8 janvier 1932 on sacrifie le cobaye A 99 
(deuxiéme passage de la souche C). Emulsion cérébrale pure inoculée au 
cobaye male B10 (troisitme passage, positif typique le 18 janvier, sacrifié 
pour passage le 22 janvier). L’émulsion filtrée sur bougie L2 est inoculée 
(2 cent. cubes par voie intrapéritonéale) au cobaye male B1! (positif typique 
le dixiéme jour, fiévre et orchite pendant sept jours). Eprouvé le 418 avril} 
4932 (souche A, quinziéme passage) il est trouvé immun. L’émulsion filtrée 
sur bougie L3 est inoculée de méme au cobaye male B12, qui ne réagit pas 
pendant les vingt-cing jours d’observation. 

Un nouvel essai est pratiqué le 3 mars 1932 avec une émulsion ftrés diluée 
et centrifugée cing minutes de cerveau du cobaye B 97 (neuviéme passage 
de la souche A) et filtrée sur bougie L3 4 la pression négative de 25 centi- 
métres. Le cobaye male C 9 inoculé avec le filtrat reste négatif, alors que le 
cobaye témoin, quia recu l'émulsion centrifugée mais non filtrée, s'infecte le 
onziéme jour. 


Ces expériences se trouvent. concorder avec les constatations 
de Zinsser et Batchelder (1) faites sur le virus mexicain, qui 


(1) Zinsser et Barcugcose, Journ. Exp. Medic., 51, 1930, p. 847. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. LI, n° 3, 1933. 24 
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ont montré que, contrairement & l’opinion classique, le virus 
exanthématique était filtrable sur bougies Berkefeld, sous cer- 
taines conditions, ce qui, du reste, ne préjuge nullement de sa 
nature. 


III. — Virulence et pouvoir pathogéne du virus murin. 


Nous réunissons et condensons ici les résultats d’observa- 
tions faites au cours de mulliples expériences ayant comporté 
Vinoculation, aux divers animaux de laboratoire, du virus 
murin. 

La plupart des expériences ont été faites avec notre souche A, 
dont voici l’origine : 


Expértence V. — On nous remet, le 46 décembre 1931, 5 rats capturés dans 
une maison du quartier A. Ce sont 4 Mus alexandrinus et 1 Mus decumanus 
pris au piége, 4, rue Adrien, dans le sous-sol de |’épicerie M... Les rats sont 
sacrifiés immédiatement et une émulsion de leurs encéphales mélangés est 
inoculée aux cobayes A 5657(<*) qui meurt le neuviéme jour d’infection para- 
lyphoide sévissant sur notre élevage, A 38-59 (9) et A 60-61 9. La femelle 
A 60-61, qui était pleine, présente de la fiévre le douziéme jour, avorte le 
quatorziéme jour et redevient apyrétique le dix-huitiéme jour. La femelle A 5859 
présente le douziéme jour une éléyation thermique a 40°8. Elle est sacrifiée 
le treiziéme jour; la culture de tous ses organes reste stérile. On note une 
rougeur congestive du péritoine pariétal du petit bassin, et une congestion 
du ceryeau (lésions histologiques d’encéphalo-vascularite). Une émulsion 
cérébrale est inoculée aux 4 males A89, A91, A 92, A93 tous posilifs avec 
cedéme testiculaire; le cobaye A 92, sacrifié le neuviéme jour (quatriéme jour 
de la fiévre) sert & la suite des passages (fig. 1). ; 

L’incubation de la maladie, chez le cobaye inoculé par voie intrapérito- 
néale, de cing jours au troisitme passage de la souche A, alteignait huit 
jours au quatriéme passage pour revenir 4 cing jours aux cinqui¢me et sep- 
liémes passages, et huit jours encore au sixiéme passage; dés le huitiéme 
passage l’incubation était définitivement fixée a huit jours, et dés lors, avec 
une régularité et une constance invariables au cours des passages, I'éléva- 
lion thermique s’est produite le soir du septitme jour ou le huitiéme jour, 
les passages ayant lieu le huititme ou le neuviéme jour. C’est ainsi que, de 
son isolement 8 avril 1933, la souche A a subi cinquante-six passages sans 
faiblir. Une telle régularité et la pénurie d’animaux nous avaient depuis long- 
temps fait négliger l’élémentaire précaution d’inoculer 2 cobayes par pas- 
sage. Au cinquante-septitme passage, qui avait lieu en notre absence du 
laboratoire, une épidémie A paratyphique B, coincidant avec les premiers 
jours chauds, a décimé notre élevage de cobayes neufs, entrainant la perte 
de la souche A, ainsi que la souche JB, alors A son trente-huitiéme passage. 
Deux essais pour récupérer la souche A a partir de cerveaux de souris 
anciennement inoculées avec ce virus sont restés sans résultats. 
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Le taux élevé de la virulence de notre souche A, sa cons- 
tance ainsi que la régularité de l’incubation nous ont fait pré- 
férer, pour la suite des passages, la souche A aux autres 
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Fic. 4. — Isolement de la souche A du typhus murin. Courbe supérieure : 


premier passage, avec le cerveau des rats. Deuxiéme passage, avec le 
cerveau du premier cobaye, femelle, sur un cobaye male: on assiste a 
Yapparition de la réaction scrotale, désignée sur nos courbes par les 
signes : X, réaction unilatérale forte ou bilatérale nette, mais faible; 
XX, réaction bilatérale forte; XXX, réaction trés intense, avec cedéme 
étendu. Noter le raccourcissement de l’incubation (cing jours) au passage 
suivant effectué avec un broyat de vaginale du deuxiéme cobaye. 

Courbe inférieure : la courbe de cette femelle ‘noter l’avortement le 
deuxiéme jour de la fiévre), qui a son développement complet,'montre dés 
ce premier passage l’allure caractéristique de la courbe thermique de la 
souche A. Comparer avec les figures 13, 14. 15 el 9 donnant, 4 propos 
d’autres expériences, des courbes des deuxiéme, cinquiéme, seiziéme et 
vingtiéme passages de la méme souche, metlant en relief la constance 
remarquable de lincubation, et la fixité de la période fébrile, malgré la 
disparition de l’cedéme scrotal au cours des passages. 
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souches que nous avons pu étudier alors et parla suite. Cette 
souche est devenue ainsi, pour nos expériences, la souche type, 
qui nous a permis d’établir par comparaison le taux de viru- 
lence et le pouvoir pathogéne des autres souches murines, 
ainsi que d’apprécier les caractéres qui rapprochaient ou éloi- 
enaient celles-ci des souches du typhus épidémique. 


TAUX DE VIRULENCE. 


Lors des passages de nos souches nous procédons de la 
maniére suivante : le cerveau du cobaye, sacrifié par éthéri- 
sation, est prélevé stérilement et longuement agilé dans un 
récipient de verre épais avec des billes de verre jusqu’a réduc- 
tion en émulsion crémeuse. On ajoute alors 10 cent. cubes 
d’eau physiologique, et, aprés une nouvelle agitation pour 
homogénéiser, on verse le tout dans un verre a pied stérile puis 
on laisse sédimenter par gravité pendant dix minutes & un 
quart d’heure. Nous appelons arbitrairement « émulsion au 
1/10 » le liquide surnageant, dépouillé des grosses particules, 
recueilli par décantation ou aspiration & la seringue aprés sédi- 
mentation. Tous nos passages réguliers, sans exception, sont 
faits par inovulation intrapéritonéale & un cobaye neuf de 
1 cent.cubea 1c. c. 5 d'une telle émulsion. 

Par la méthode des dilutions, nous avons recherché le degré 
de virulence de notre souche A. La dilution de base au 1/10 
(arbitraire, nous l’avons vu) a été diluée avec de l’eau physio- 
logique 4 différents taux, et ces dilutions essayées par inocu- 
lation intrapéritonéale de 1 cent. cube & des cobayes males de 
méme age et de méme poids. 

Dans ces conditions, avec des dilutions Aiea? jusqu’au 
1/1.000 Vinfection se produit toujours, avec une période 
fébrile de durée normale, mais l'incubation augmente régulié- 
rement avec le taux de dilution. Pour les dilutions au 1/10.000 
l'incubation augmente encore, mais la période fébrile est de 
courte durée : trois & quatre jours en moyenne; elle peut, rare- 
ment, manquer et prendre la forme d'une infection inappa- 
rente et immunisante (1 cas). Enfin pour les dilutions au 
1/50.000 Vinfection est inconstante; la période thermique, 
réduite & un accés de fitvre durant vingt-quatre ou quarante- 
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huit heures, manque souvent complétement; dans ce cas 
Panimal peut ne présenter aucune immunilé ultérieure. 

Expérience VI. — Le 16 juin 4932 le cobaye CC 96, vingt-troisitme passage 
de la souche A, est sacrifié pour expériences, et son cerveau émulsionné. 
Aprés vingt-quatre heures de séjour a la glacitre, le 17 juin ’émulsion au 1/10 
est diluée et inoculée ‘aux cobayes suivants : 

4/500 of D 83, fiévre le huitieme jour; 1/41.000 of D 82, fiévre le douziéme 
jour; 1/10.000 o D80, fiévre le seizitme jour de courte durée (trois jours): 
4/50.000 o D 84, ne réagit pas (non éprouvé par la suite). 


Par comparaison nous avons obtenu, avec la souche Nicolle 
du typhus exanthématique, des résultats absolument compa- 
rables, mais la virulence n’a jamais dépassé le 1/10.000 (deux 
expériences). 

Comme nous le verrons par la suite, toutes les souches 
murines sont loin de présenter le méme taux de virulence que 
notre souche A : il existe entre elles des différences considé- 
rables, et il est courant de trouver des souches murines qui, 
dés lisolement, ont une virulence ne dépassant pas la dilution 
au 1/500. 11 faut avoir présente 4 l’esprit la possibilité de telles 
inégalités lorsqu’on travaille avec des virus murins, et en tenir 
compte, comme nous avons appris 4 le faire, dans ]’interpréta- 
tion des faits observés. 

Voyons queile est, pour les animaux de laboraloire, le pou- 
voir pathogéne d’une souche murine de virulence élevée, en 
Yoccurrence notre souche A. 


PoUVOIR PATHOGENF. 


Copayve. — La maladie du cobaye est, nous l’avons vu, carac- 
térisée essentiellement par la courbe thermique, et, chez le 
cobaye male, par la réaction scrotale. 

La fiévre survient chez le cobaye inoculé avec les émulsions 
cérébrales de rat ou de cobaye aprés une incubation qui a été de 
cing a seize jours dans ses limites extrémes, et qui était généra- 
lement comprise pour toutes les souches murines virulentes 
entre sept et onze jours. Chez les cobayes inoculés avec un 
matériel particuliérement virulent tel le broyat de puces, l'ino- 
culation peut s'abaisser & quatre et méme trois jours. Enfin, 
pour nos souches entretenues réguliérement, l'incubation de la 
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maladie du cobaye est d’une extréme régularité qui a été de 
sept ou huit jours selon la souche, & quelques heures prés, les 
écarts les plus grands consistant en un retard exceptionnel de 
vingt-quatre heures. La période fébrile elleeméme dure de 
quatre & douze jours, en moyenne de six & huit jours, pendant 
lesquels la courbe décrit (fig. 2 et 9) une courbe réguliére; il 
arrive assez fréquemment que l|’ascension soit subite, montant 
d’emblée & 40°5 ou méme 41°, mais il est rare que la déferves- 
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Fic. 2. — Courbe typique en dome (isolement. de la souche E). Le cobaye A 9493, 
inoculé par exception avec le cerveau d'un seul rat, a été l’origine d’une 
souche de virulence élevée, remarquable par l'intensité de sa réaction 
scrolale, mais peu neurotrope (absence habituelle de lésions cérébrales). 


cence ne soit pas progressive, et généralement méme, suivie 
d’hypothermie. Chez les cobayes inoculés avec le cerveau des 
rats, on observe parfois un type de courbe thermique particu- 
lier : en « selle » ou en « bosses de chameau » dans laquelle la 
température, aprés s’étre élevée parfois jusqu’a 41°, retombe 
aprés deux ou trois jours aux environs de 40°, puis remonte 
pour redescendre. Cette courbe thermique, tout 4 fait excep- 
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tionnelle au cours de passages réguliers d’une souche, se 
retrouve cependant trés fréquemment lors du premier passage 
de retour sur le cobaye aprés un passage sur un rongeur (rat ou 
spermophile) | fig. 3}. 

Nous avons dit (expérience 1) que le sang du cobaye était 
virulent pendant la période fébrile (fig. 4), mais cette virulence 
va en diminuant & mesure qu’évolue la fiévre, et cesse méme 
parfois avant elle, alors que la virulence du cerveau précede 
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Fic. 3. — Courbe en « bosses de chameau », trés rare au cours de passages 


réguliers sur cobaye, mais assez fréquente lors de passages de rat ou 
spermophile 4a cobaye. Le cobaye C 19 avait été inoculé avec le cerveau 
du spermophile G 3 (voir le détail dans l’expérience IX). 


l’élévation thermique, et, comme nous le verrons plus loin, lui 
survit de beaucoup. 

Celte longue durée de la virulence cérébrale, et sa précocité, 
par rapport a celle du sang, nous montrent dés l’abord l’influence 
d'un facteur des plus importants : Vaffinité du virus exanthéma- 
tique pour le névraze du cobaye. Mais il est essentiel de noter 
en méme temps que le neurotropisme du typhus murin varie 


5 


considérablement d’une souche & l’autre. Il a été des plus 
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marqué pour notre souche A, dés l'isolement de celle-ci, alors 
que pour d'autres souches il était si faible que les passages pou- 
vaient n’étre que difficilement continués en prenant le cerveau 
du cobaye pour matériel infectieux. 

La /ésion scrotale mérite quelque descriplion. Observée 
d’abord aux Etats-Unis par Neill (1) dont le travail semble 
avoir, & l’époque, passé inapercu, elle est connue par les tra- 
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Fic. 4. — Virulence du sang dans le typhus murin. Cobaye B 5, inoculé le 
5 janvier 1932 avec le sang du cobaye A 92 (voyez figure 4). Typhus‘typique. 
Passage positif le onziéme jour avec 1 cent. cube de sang prélevé par ponc- 
tion du coeur. Passage positif avec le cerveau le dix-huitiéme jour (défer- 
vescence) alors que le sang a cessé d’étre virulent. 


vaux de Mooser (2), complétés par Castafieda (3) et confirmés 
par tous les chercheurs. Elle est constante dans le typhus mexi- 
cain et constituait le principal des caractéres sur lesquels on 
établissait l’individualité du tabardillo et sa différenciation 


(1) New. U. S. Public Health Reports, 32, 1917, p. 4105. 
(2) Moossr. Journal of Infectious Diseases, 43, 1928, p. 261. 
(3) CastaNepa. Journal of Experimental Medicine, 52, 1930, p. 195. 
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d’avec le typhus historique. Nos observations ont montré que 
le viras murin de |'Ancien Monde était capable de eréer les 
mémes lésions. 

Il s’agit d’an gonflement scrotal caractéristique, qui accom- 
pagne l’apparition de la fiévre (lui succédant de peu en général, 
et trés exceptionnellement la précédant de quelques heures) et 
gui disparatt complétement avec la défervescence. Son appari- 
tion n’est presque jamais bilatérale d’emblée. Le premier jour 
ou le second, de la période fébrile, on voit l’un des testicules 


Fic. 5. — Réaction scrotale au début. Cobaye B 31 (quatriéme passage de la 
souche A, inoculé le 13 janvier 1932 avec un broyat de vaginale du cobaye B88) 
photographié le huititme jour de linoculation, premier jour de la fievre. 
Réaction scrotale au début, trés nettle, mais encore unilatérale. 


egrossir, rentrer plus difficilement dans l'abdomen (fig. 3) ; le 
lendemain, les symptémes se sont précisés: ils sont bilatéraux; 
Ja peau du scrotum est chaude sans étre tendue, les testicules, 
dont Ja palpation ne parait pas douloureuse, sont gros et ne 
peuvent plus franchir ]’anneau. L’aspect de la masse scrolale 
est pathognomonique & la vue et au toucher qui donne une 
impression 4 la fois rénitenle et élastique (fig. 6); dans les jours 
qui suivent (surlout avec des souches récemment isolées), on 
peul voir un cedéme assez considérable envahir le scrotum dont 
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la peau devient lisse, tendue, mais reste. non douloureuse 
(fig. 7 et 7 dcs). Parfuis on observe a ce slade, sur la peau scro- 
tale, un léger exantheme d’aspect morbilleux ou quelques pélé- 
chies. Les lésions persistent sous cet aspect pendant quelques 
jours, puis rétrocedent lentement; l'edéme d’abord, puis l’hy- 
pertrophie tesliculaire disparaissent progressivement. Apres la 
défervescence tout revient ala normale, la restitutio ad integrum 
est de régle absolue, et il ne subsiste aucune séquelle. 
L’ensemble des lésions, leur allure et leur évolution est si 


Fic. 6. — Réaction scrotale typique. Cobaye B 39, témoin de l’expérience XXXII. 
Pholographié le 27 janvier 1932, huititme jour de l’inoculation, deuxiéme 
jour de la fiévre. La réaction scrotale est bilatérale et complete. 


caractérislique que le diagnostic différentiel se pose rarement 
pour un observateur averti. Deux lésions, parfois rencontrées, 
peuvent cependant en imposer a premiére vue pour une réac- 
tion scrolale du type lyphique. Ce sont : 

° Liorchite qui accompagne fréquemment la péritonile sep- 
tique chez le cobaye mile. Il arrive, quoique rarement, que 
Yon inocule & un cobaye un pro luit souillé ou aczidentelle- 
ment contaminé, ou encore qu'une inoculation intrapéritonéale 
déclenche une infection latente, qui se traduit alors par une 
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péritonite (généralement 4 pneumocoque). Dans ce cas, l’edéme 
scrotal apparait au bout d'une courte incubation (quarante-huit 
heures a trois jours); l’edéme est dur et n’offre pas cette réni- 
tence élastique si particuliére au typhus, il tend & envahir la 
paroi abdominale et il existe des signes péritonéaux (météo- 
risme, résistance de la paroi), qui manquent toujours dans le 
typhus. Enfin l’évolution clinique et thermique, l’aspect des 
lésions et les cultures tranchent aisément le diagnostic. 

2° [l faut un peu plus d’habitude pour distinguer l’orchi- 


Fic. 7. — Réaction scrotaie intense. Cobaye B 52 (quatritme passage de la 

~ souche C), dixiéme jour de linoculation, troisiéme jour de la fievre. Gon- 
flement scrotal bilatéral intense avec cedéme des téguments qui prennent 
un aspect tendu el vernissé caractéristique. Le pénis a disparu, comme 
aspiré, dans la profondeur des bourses cedématiées. 


vaginalite du sodoku. Celle-ci s’observe parfois lorsqu’on ino- 
cule au cobaye des cerveaux de rals et peut étre une réelle 
cause d’erreur. Elle est cependant diagnoslicable. D’abord, elle 
apparait plus tardivement (vers ou généralement aprés le dou- 
zieme jour); elle s accompagne d’un cedéme dur et doulourers : 
la palpation des testicules arrache des cris au cobaye, ce qui ne 
se voit jamais dans le typhus; enfin elle évolue trés lentement 
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(quinze jours & trois semaines) et laisse & sa suite une indura- 
tion fibreuse du testicule, et surtout de la racine de la verge 
qui permet longtemps aprés un diagnostic rétrospectif. 
Pendant la période aigué, le diagnostic sera tranché par 
l'examen du sang & l’ultramicroscope (qui devra toujours étre 
fait lors de l’isolement d'une souche) : la recherche de Sprredla 
muris est alors généralement positive; l’examen de la sérosité 
vaginale peut aussi donner un résullat; en cas de doute, l'ino- 
culation de 0 c.c. 5, du sang du cobaye & une souris, détermi- 


Fic. 7 bis. — Réaction scrotale intense chez le cobaye impubére: il n’y a pas 
en ce cas de gonflement testiculaire ni de descente du testicule, mais on 
observe un cedéme tendu de toute la région périnéo-anale (cobaye B 7, 
dixiéme jour de l’inoculation, troisiéme jour de la fiéyre). 


nera chez celle-ci une infection sanguine (spirochétes dans le 
sang a l’ultra), mais généralement tardive (incubation : quinze 
a vingt jours). 

MM. Marcaniier et Pirot (1) ont consacré un intéressant et 
trés complet mémoire a cette infection du cobaye par le sodoku, 
avec orchite concomitante, qui parait avoir fréquemment com- 
pliqué, & Toulon, leurs recherches sur le typhus nautique. Nous 


(1) Marcanprer et Pirot. Bull. Soc. Pathol. exot., 26, 1933, p. 32. 
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ne l’avons, pour nolre part, observée que deux fois, sur des 
souches toutes deux isolées.4 partir de rats du Pirée. Une Note 
de MM. Le Chuiton et Moureau (1) montre qu’il y faut penser 
toujours et observer soigneusement les cobayes inoculés avant 
d’affirmer le typhus exanthématique. 

Il est intéressant de noter que la spirochétose ictéro-hémor- 
ragique, dont nous avons par ailleurs montré avec J. Camino- 
petros et A. Pagonis (2) existence endémique chez ces mémes 
rats du Pirée, n’a jamais troublé nos. expériences, et par con- 
séquent que les spirochétes d’Inada et Ido ne paraissent pas 
parasiler le cerveau des rats. 

Enfin, nous n’avons jamais eu & envisager une derniére 
cause d’erreur possible au cours des expériences : c’est celle 
qu’ont récemment révélée Blanc, Noury et Fischer (3) en mon- 
trant, que le rat gris constitue, au Maroc, un réservoir de la 
figvre récurrente hispano-marocaine, et qu’a ce titre il commu- 
nique au cobaye une affection fébrile, mais avec spirochétes 
type recurrentis dans le sang, et sans orchite. 


Lors de l’isolement d’un virus sur cobaye, le diagnostic positif 
du typhus murin sera assez facilement fait par l’examen macro- 
scopique de la lésion scrotale sur l’animal sacrifié et par la 
recherche des rickettsia. 

Si l’on incise, par la voie abdominale ou par la voie scrotale 
en observant les précautions d’asepsie rigoureuse quis imposent, 
le sac des enveloppes testiculaires, on remarque d’abord l’aedéme 
de ses parois, allant jusqu’a donner aw tissu cellulaire sous- 
cutané un aspect lardacé assez caractéristique; puis, la vaginale 
ouverte, on note la rougeur de toute sa surface, tant viscérale 
que pariétale, parsemée d’un piqueté hémorragique, de. véri- 
tables suffusions sanguines prédominant sur la face postéro- 
interne du feuillet pariétal de la vaginale, et d’aspect paltho- 
gnomonique. Si lanimal a été sacrifié apres quelques jours de 
fievre,. alors que celle-ci est encore en pleine évolution, il existe 
fréquemment, a l’intérieur de la vaginale et du péritoine, un 


(4) Le Caorron et Moongau. C. R. de la Soe. de Biol., 142, 1933, p. 1378. 

(2) P. Léere, J. Camivoperros et A. Paconis. C. R. de lu Soc. de Biol., 109; 
1932, p. 613. ; 

(3) G. Buanc, Noury et Fiscner. Bull. Acad. Méd., 109, 1933, p. 587. 
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léger enduit blanchatre, légerement diphtéroide, composé en 
erande partie de polynucléaires karyolysés, de fibrine et de cel- 
lules endothéliales desquamées. A tous les stades, la vaginale 
présente un aspect humide, presque suintant, du fait de son 
cedéme, et le liquide qui sourd facilement lorsqu’on procéde au 
raclage de la surface est hautement infectieux. C’est dans cetle 
rosée, surtout si elle est prélevée au niveau de |’exantheéme 
pétéchial, que l’on recherchera les rickettsia. 

Nous effectuons cette recherche de la maniére suivante: la 
vaginale ayant été ouverte avec les précautions d’asepsie dési- 
rables, récliner le testicule (il faut éviter de sectionner le 
cordon ou de rompre l’enveloppe testiculaire, trés fragile au 
cours du typhus, pour éviter d’avoir des préparations envahies 
par les spermatozoides et les débris nucléaires). Avec un vacci- 
nostyle flambé, gratler lég¢rement la vaginale pour récolter le 
liquide d’cedéme et les couches superficielles de lendothélium, 
et étaler doucement par couches concentriques sur deux ou 
trois lames trés propres, puis recharger le vaccinostyle. I] est 
plus avantageux d’avoir de petits étalemenls sur plusieurs 
lames, qu'un seul étalement de grande dimension. Les frottis 
ainsi exécutés constituent un excellent matériel d’étude et de 
diagnoslic. Nous renvoyons, pour la technique ct la coloralion 
des rickettsia, soit par notre méthode personnelle (4), soit par 
celle de Castafieda modifiée (2), aux deux Notes que nous avons 
consacrées & ce sujet. Nous y reviendrons a propos de l'étude 
microscopigue des Iésions du typhus. 

La constatation des rickettsia (fig. 8), avec tous leurs carac- 
téres, a une valeur absolue pour affirmer la nature exanthéma- 
tique de lorchite observée chez le cobaye; mais il faut savoir 
que cette recherche, toujours longue, est quelquefois décevante 
surtout si l’animal est sacrifié le premier ou le deuxiéme jour 
de la fiévre, et qu’il nous est arrivé, au cours des passages, de 
voir pendant quelques passages les rickettsia disparaitre 
complétement des lésions, pourtant toujours aussi virulentes, 
puis réapparaitre ultérieurement. D’autre part la recherche des 
rickeltsia est pratiquement sans objet dans les cas ou la 
maladie fébrile du cobaye ne s’accompagne pas d’orchite. Et 


(1) P. Lieing. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 1162. 
(2) P. Lépinz. C. R. de la Soc. de Biol., 112, 1933, p. 47. 
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pourtant de telles éventualités ne permettent nullement d’éli- 
miner !’hypothése du typhus murin. 

Il faut savoir, en outre, que l'on peut rencontrer, au cours 
des passages de typhus par émulsions de vaginales broyées, un 
germe diphtéroide pouvant en imposer pour une rickettsia. 
Ses dimensions, son aspect nettement baclérien, et, comme 
nous l’avons montré (1), ses réactions tinctoriales différentes, 
permettront une distinction qui est généralement facile. Pour 
une cause qui nous échappe, et qui est peut étre liée a Valimen- 
tation, ce germe diphtéroide fait & un moment donné une 


Fic. 8. — Frottis de vaginale : cobaye B 31 (voyez figure 5) sacrifié le 24 jan- 
vier, deuxiéme jour de la fiévre. Présence de rickettsia dans les cellules 
endothéliales de la vaginale (color. Giemsa, photo Jeantet). 


apparition simultanée chez tous les cobayes, quelle que soit la 
souche provoquant l’orchile, puis disparait. Nicolle et Lai- 
gret (2) et (3) ont montré qu on pouvait provoquer arlificielle- 
ment l’apparition de cette « bactérie habituée » et qu'elle était 
cultivable. Nous nous sommes «débarrassé de sa présence en 
renoncant com plétement al’emploi de la vaginale comme maté- 
riel infectieux pour Jes passages chez le cobaye. 


(1) P. Lépme. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 1162. 
(2) Nrcocue et Latcret. C. KR. de UAcad. des Sc., 194, 1932, p. 804. 
(3) Niconte et Latcret. Arch. de U'Inst. Pasteur de Tunis, 21, 1932, p. 271. 
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Les passages ininterrompus de notre souche A sur cobaye 
male nous ont permis de constater la labilité du caractére 
considéré comme le plus spécifique et le plus constant du 
typhus endémique : Ja lésion testiculo-scrotale. Castafieda (1) 
avait déja remarqué, avec le typhus mexicain, que la lésion de 
Neill pouvait manquer pendant plusieurs passages, pour 
réapparaitre ensuite. Nous avons pour notre part observé avec 
la souche A une disparilion totale et définilive. Jusqu’au qua- 
torziéme passage notre souche a déterminé, de facon constante, 
mais graduellement déclinante, l’cedéme scrotal et testiculaire 
caractéristique du cobaye, qui depuis lors n’est plus apparu 
que de fagon intermittente et fugace, de plus en plus rare; & 
pertir du trente et uniéme passage l’cedéme scrotal a compléte- 
ment et définitivement manqué. Il y avait la manifestement 
une évolution des caractéres du virus, car on notait en méme 
temps que sur deux rats inoculés au vingtiéme passage avec 
2/10 de cerveau de cobaye (dose naguére presque stirement 
mortelle) l'un n’a fait qu’un crochet thermique 4 39° le hui- 
tiéme jour, l’autre n’a présenté aucune réaction. Cependant il 
ne semblait pas s’agir d’une diminution de la virulence de notre 
souche : l’incubation chez le cobaye est restée remarquable- 
ment constante et l’évolution fébrile durait toujours de six a 
huit jours (fig. 9). 

Il est & noter que nous avons essayé ultérieurement, et sans 
succés, par un ou plusieurs passages sur le rat (voir plus loin 
Expérience XI) de faire réapparaitre lorchite dans notre 
souche A. Les caractéres acquis par la souche A au cours de 
ses passages sur le cobaye avaient donc une indiscutable fixité. 

Nous discuterons plus loin la portée de tels faits d’observa- 
tion, mais il est impossible de les enregistrer sans noter en 
méme temps qu'ils contribuent singuliérement & conférer aux 
caractéres expérimentaux du typhus murin une analogie {rap- 
pante avec ceux du typhus épidémique. 


Lapin. — Si le cobaye, comme Je dit justement Nicolle, est 
un intrus dans l'histoire du typhus, il faut reconnaitre qu'il y 


joue le réle d’un auxiliaire précieux. Le lapin, dont la sensi- 


(4) CastaNepa. Journ. of Exper. Medic., 52, 1930, p. 195. 
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bilité au virus est moindre, nous offre moins de facilités 
d’étude. 

Le lapin inoculé par vote intrapéritonéale avec une souche 
virulente, fait généralement, apres une incubation de méme 
durée que les cobayes témoins, une maladie fébrile, mais 
l’élévation thermique est loin de présenter la méme régularité 
dans son élévation et sa durée, que celle du cobaye. Le sang et 
le cerveau du lapin sont virulents pendant la période fébrile : 


nC. 83,6 
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Fie. 9. — Vingtiéme passage de la souche A. Plus de réaction scrotale, mais 
méme durée d’incubation (huit jours) et méme allure caracléristique de la 
courbe thermique qu’aux premiers passages. 


il est facile, au moins pendant un certain temps, d’assurer chez 
le lapin des passages de cerveau & péritoine, comme on le fait 
pour le cobaye; nous avons ainsi, en octobre 1932, réalisé avec 
la souche J B quatre passages successifs sur lapin. Cependant 
en continuant les passages, la fiévre devient plus irréguliére, 
moins constante, les formes inapparentes surviennent fré- 
quemment; ‘la virulence parait s’épuiser, et il n’y a aucun 
avantage pratique a continuer l’expérience. 

Inoculé par vove intratesticulaire, le lapin ne présente pas de 

Anniles de UInstitut Pasteur, t. LI, n° 3, 1933. 22 
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réaction thermique; localement il ne montre aucun signe de 
réaction. Cependant, non seulement le virus n’est pas détruit 
in situ, mais il se généralise, et peut étre retrouvé dans les 
différents organes: rate, cerveau. En voici un exemple : 


Expgéerence VII. — Le 5 mai 1932, on sacrifie le cobaye C49, dix-septi¢me 
passage de Ja souche A. L’émulsion cérébrale est inoculée aux cobayes C60 
et C62, pour passage, et par voie intratesticulaire au lapin 64 (0 c. c. 5 
d’émulsion dans le testicule droit). Le lapin ne présente par Ja suite aucune 
réaction thermique. Le 12 mai (septiéme jour) on préléve stérilement le tes- 
ticule droit. Une émulsion du testicule est inoculée 4 3 cobayes (C67, C78, 
G79) qui réagissent tous par un typhus typique a parlir du quatriéme et du 
cinquiéme jour. 

Le lapin 61 est sacrifié le-14 mai (neuviéme jour). On préléve le cerveau 
et la rate dont lémulsion est inoculée par voie intrapéritonéale: le cerveau 
aux cobayes 9 C72 qui reste apyrétique, et C73 qui fait un typhus abortif 
tardif et est immunisé; la rate aux cobayes C71 Q et C80 oJ, tous deux 
positifs typiques le septiéme jour. 


Inoculé par vove intraveineuse le lapin pent présenter entre 
le sixiéme et le douzi¢me jour une courte et irréguliére période 
thermique. Généralement, cependant, il fait une maladie 
inapparente, démontrée par la virulence du sang, de la rale 
et aussi, quoique moins conslamment, du cerveau, les hui- 
ligme, neuviéme et dixieéme jours. Si l’animal n'est pas 
sacrifié, on constate ultérieurement lapparition d’une réac- 
tion de Weil-Felix da sérum gui reste positif pendant un a 
deux mois. 

Inoculé par vove intracérébra’e le lapin fait généralement un 
crochet thermique entre le huitieme et le quatorzi¢me jour, 
mais nous navons pas vu le fiévre durer plus de trois jours, 
pendant lesquels le cerveau et la rate sont virulents. 

La vore seus-cutanée nous a donné chez le lapin des résultats 
tout & fait inconstants : & moins de doses élevées, le lapin ne 
réagit pas par de la fiévre, et fréquemment il ne présente aucune 
infection, méme inapparente. 

Enfin, si, comme !’ont fait pour la fievre fluviale du Japon 
Nagayo et ses collaborateurs (1) ou, pour le typhus de Sao 
Paulo, J. Lemos Monteiro (2), l’animal est inoculé par voie 


(1) Nacayo, Miyagawa, Miramura, Saxo, Hazato et Imamura. Jap. Journ. of 
Ezper..Medic., 9, 1931, p. 93. 


(2) J. Lemos Montero. C. R. de la Soc. de Biol., 107, 1934, p. 1161. 
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intraoculaire (chambre antérieure), on observe des lésions 
d'irido-cyclite, avec ou sans généralisation de l’infection, mais 
sans infection fébrile. Aprés une incubation de six A neuf jours 
on voit apparaitre des phénoménes inflammatoires consistant 
en un louche de l’humeur aqueuse qui s’étend & la cornée, 
en méme temps que se manifeste une iritis intense. La réaction 
persiste plus de vingt jours, et se termine par la résolution. 
Pendant ce temps la température de l’animal reste normale, 
mais ses organes peuvent renfermer le virus, comme le montre 
une de nos expériences avec inoculation de rate positive. 

Ces derniéres expériences, réalisées et rédigées en vue du 
Congres d’Hygiéne Méditerranéenne, & Marseille, y ont élé 
communiquées et se trouvent compléter celles de Brumpt (1) 
portant sur la fiévre pourprée des Montagnes Rocheuses et sur 
Ja fiévre boutonneuse dont la publication avait eu lieu dans 
Vintervalle. 


Since. — Nous avons inoculé plusieurs Macacus cynomolgus 
et un Cercopithecus callithrix. Tous ont répondu & l’inocula- 
tion de nos souches virulentes (A et J B). 

Si inoculation a été faite par voie intrapérilonéale, on voit, 
apres une incubation de six & dix jours, la température de 
Vanimal monter aux environs de 40° et s’y maintenir, avec 
quelques oscillations, pendant quatre 4 huit jours, puis des- 
cendre en lysis plus ou moins prononcé. Pendant la période 
fébrile, l’animal cesse de s’alimenter, il est alteint de prostra- 
tion marquée, parfois d’une véritable stupeur qui fait craindre 
une mort imminente; malgré cela, aucun de nos animaux n’a 
succombé au cours de la période fébrile. La dénutrition de 
Vanimal est toujours trés marquée, et la convalescence difficile 
en hiver; un de nos singes est mort cachectique 4 la suite de 
son typhus, dont il avait guéri. On n’observe pas d’éruption 
chez le singe atleint de typhus, mais, au cours de la période 
fébrile, il existe certainement une fragilité vasculaire particu- 
litre, attestée par l’apparition de suffusions cutanées, simulant 
les pétéchies, sur les téguments de |’animal a l'occasion de 
légers traumatismes, comme par exemple aulour du cou ot 


(1) Baumer, C. R. de la Soc. de Biol., 140, 1932, p. 1212. 
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frotte la chainette de animal portant son numéro didentité. 
Au cours de la période fébrile, le sang, prélevé par ponction 
cardiaque, est infectieux et permet des passages posilifs sur le 
cobaye. 

D’autre part, la réaction de Weil-Felix devient positive aprés 
le douziéme jour de la fitvre et est encore positive quarante- 
deux jours aprés la défervescence (4 essai). 

Nous reproduisons ci-dessous (fig. 10) la courbe de température 
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Fic. 10. — Macacus cynomolgus n° 24. Typhus typique. Réaction de Weil-Félix 
positive le vingt-quatriéme jour. Ce singe a recu, aprés une premiére ino- 
culation de virus tué, uneJinoculation de virus murin J. B., atténué mais 
actif. 


caractéristique du Macacus cynomolgus n° 24, qui a développé 
un typhus typique au cours d’essais d’immunisation. 


Rar. — On sait que Je rat blanc inoculé avec le typhus du 
Nouveau Monde fait une maladie grave, généralement mor- 
telle, et que c’est la un caractére essentiel du virus mexicain, 
servant & le différencier du virus épidémique, lequel ne déter- 
mine jamais chez le rat blanc qu’une affection inapparente. 

Nous avons retrouyé, avec nos souches murines, le méme 
caractére de la maladie fébrile chez le rat, mais il nous faut 
souligner ici que si, dans l’ensemble, nos souches nous ont 
paru étre moins souvent mortelles pour le rat que ne le semblent 
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les souches mexicaines (d’aprés les descriptions des auteurs 
américains), en fait, les souches murines font preuve, dés leur 
isolement, d’un pouvoir pathogéne trés inégal pour le rat 
blanc. 

Voici, par exemple, le pouvoir pathogeéne que montrait la 
souche A aprés son isolement : 


Expérience ViI.— Le 5 janvier 1932, on inocule au rat blane n° 4, par voie 
intrapéritonéale, 0 c. c. 5 d’émulsion cérébrale du cobaye A 92 (deuxitme 
passage de la souche A). Le 412 janvier, la température du rat monte a 3998, 
Vanimal est malade, abattu; le 13 janvier, il parait mieux : température : 3895, 
Le 14 janvier (neuviéme jour) : température : 40°, apparition d’un gonflement 
scrotal; l’animal est franchement malade etne réagit pas quand on le prend. 
On le sacrifie : culture de tous les organes négative; trés rares rickettsia 
dans le frottis de vaginale. Passage de l’émulsion cérébrale : 1° au cobaye 6 
B 33 qui réagit 4 partir du 21 janvier par un typhus typique, avec wdéme 
scrotal; 2° aux rats blancs n° 2 et 3; le rat n° 2 recoit, par voie intrapérito- 
néale, 1 cent. cube d’émulsion et meurt le 20 janvier (septiéme jour); le rat 
n°? 3 recoit 0 c. c. 20 d’émulsion et fait, du huitiéme au treiziéme jour, une 
maladie fébrile, sans cedéme scrotal, dont il guérit. 


On voit donc que le rat fait, suivant la dose injectée, une 
maladie bénigne, grave ou mortelle, et que son cerveau est 
infectieux pendant la période fébrile. Mais aucune de nos 
souches ne nous a donné, a la dose de 1 cent. cube par voie 
intrapéritonéale, plus de 70 p. 100 de mortalité chez le rat, le 
taux habituel de mortalité & ces doses élevées étant de 40 a 
50 p. 100. 

Rappelons encore que, par passages réguliers sur le cobaye, 
notre souche A, en méme temps qu’elle perdait son aptitude a 
déterminer la lésion scrotale sans que pour cela son taux de 
virulence diminuat, voyait disparaitre son pouvoir pathogéne 
pour le rat blanc, chez qui elle ne déterminait plus qu’un 
crochet thermique le huitiéme jour ou méme n’entrainait plus 
aucune réaction. 

Pas plus que l’aptitude & déterminer la lésion de Neill- 
Mooser, le pouvoir pathogéne pour le rat blanc n’est donc 
constant ni fixé dans l’évolution expérimentale des souches 
murines. 


SprermopHite. — Nous avons été amené a étudier la sensibi- 
lité vis-a-vis du typhus exanthématique du spermophile de 
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Macédoine (Citi/lus citillus), parce que, trés répandu dans les 
Balkans, mais de mcurs campagnardes, cet intéressant petit 
rongeur pouvait peut-étre, pensions-nous, constituer un réser- 
voir du virus au méme titre que le rat. C’est ainsi que nous 
avons (1) précisé les faits suivants : 

1° Le spermophile est sensible au typhus exanthématique 
endémique (virus murin). Il réagit apres une courte incubation 
2 linoculation intrapéritonéale de virus murin par une maladie 
apparente (adynamie, prostration, fiévre), d'une durée de 
quatre & huit jours. Le cerveau de l’anima], qui déja se montre 
virulent vingt-quatre heures avant |’élévation de la tempéra- 
ture, est encore virulent trente et un jours au moins aprés 
inoculation et trois semaines apres la chute de la température, 
ce qui permet d'uliliser au laboratoire le spermophile pour la 
conservation du virus. 

Voici une série d’expériences : 


Expérience IX. — Le 8 février 1932, une émulsion cérébrale du cobaye B 57 
(sixiéme passage de notre souche murine A) sert a inoculer par voie intra- 
péritonéale 2 spermophiles, R1 et G2 (3 cobayes inoculés en méme temps 
seront positifs le huitiéme jour). Le 14 février, alors que les témoins sont 
encore négatifs, on sacrifie le spermophile R4, qui parait normal et ne pré- 
senle pas de fiévre. Son cerveau est inoculé par voie intrapéritonéale aux 
cobayes B 88 et B 84; le B88 & présente 4 partir du sixiéme jour une réac- 
tion thermique (40°6) avec réaction testiculaire typique durant six jours; le 
B84 2 présente, a) partir du cinquiéme jour, une période fébrile durant neuf 
jours. Ces 2 cobayes ont été éprouvés : le B88, le 3 mars avec une souche 
de typhus épidémique (virus africain): le B 84, le 18 mars avec une souche A 3 
aucun des 2 cobayes n'a réagi a la suite de cette inoculation. 

L’autre spermophile (G2 9) présente de la température (40°) le 16 février. 
Tl est visiblement malade; le 17, il est apathique, lent 4 se mouvoir, mais 
sans paralysies; température : 40°2; on le sacrifie; on note une congestion 
nolable du cerveau (lésions histologiques d’infiltration périyasculaire) et sur 
tout le péritoine pariétal de nombreuses suffusions pétéchiales (recherche 
de rickettsia sur frottis négative); la culture du sang et des organes reste 
stérile. Inoculation du cerveau par voie intrapéritonéale au cobaye B 91 et au 
spermophile G 3. Le cobaye présente, le sixiéme jour, une élévation de tem- 
pérature (40°8) avec une réaction testiculaire. Il est sacrifié le lendemain 
{nombreuses rickettsia sur frottis, lésions cérébrales typiques] (fig. 11). Le 
spermophile G3 est conservé en observation, sa température étant prise 
biquolidiennement. Alors que, d’aprés notre expérience, la température des 
spermophiles évolue habituellement d'une maniére trés irréguliére entre 37°5 
et 39°, la température du G 3 monte le sixiéme jour 4 40°2 et évolue jusqu’au 
dixiéme jour entre 39° et 40° pour revenir ensuite osciller autour d’une 


“ (1) P. Léping. C. R. de VAcad. des Sc., 195, 1932, p. 189. 
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moyenne normale de 38°. Pendant toute la période fébrile, l’animal est abattu, 
adynamique, il perd son allure combative et refuselanourriture. On.n'observe 
cependant ni paralysies ni gonflement scrotal. Le 19 mars, soit trente et un 
jours aprés linoculation, le spermophile G3 est sacrifié, et son cerveau 
inoculé au cobaye o& C19, qui est posilif typique du neuviéme au qua- 
torziéme jour (40° a 419, réaction testiculaire. Cf. fig. 3). 


Notons que, malgré que notre virus murin ait conservé tous 
ses caractéres chez le cobaye aprés deux passages sur le sper- 
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Fic. 11. — Expérience IX. Maladie fébrile du spermophile, et virulence élevée 
de son cerveau pour le cobaye (voir aussi figure 3). 


mophile, l’infection, quoique trés apparente, de ce dernier 
animal ne s’est accompagnée d’aucune réaction testiculaire. 
D’autre part, la recherche des rickettsia chez le spermophile 
est restée négative dans l’expérience ci-dessus; mais le fait est 
trop fréquent, méme chez le cobaye, pour ane nous en tirions 
une conclusion. 
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2° [| était intéressant de rechercher, par comparaison, quel 
serait le comportement du spermophile vis-a-vis du virus épi- 
démique. C’est ce que nous avons fait. 

Le spermophile réagit au typhus épidémique (virus africain) 
par une maladie apparente, qui peut méme étre mortelle. Ce 
trait distingue le spermophile du rat qui ne réagit au typhus 
épidémique que par une maladie inapparente. Le spermophile 
ne parait cependant pas conserver dans son encéphale le virus 
épidémique. 

Expérience X. — Le 11 mai 1932, une émulsion cérébrale du cobaye C57 
(trois cent trente-quatriéme passage de la souche africaine Nicolle) sert a 
inoculer 2 spermophiles, 178A et 178B..Tous deux réagissent violemment 
(fiévre, prostration) le cinqui¢me jour; le 178 A meurt le septiéme jour : pas- 
sage du cerveau posilif (cobaye of C 81 fiévre du septiéme au dix-septitme 
jour; pas de réaction scrotale); le 178B guérit et est sacrifié le trente-cin- 


quiéme jour; passage négatif (cobaye o D76, quarante-deux jours d’observa- 
tion). 


3° Le spermophile ne parait pas étre infecté spontanément 
par le typhus murin. Les cobayes que nous avons inoculés - 
par voie intrapéritonéale avec l’encéphale de spermophiles 
neufs n’ont aucunement réagi a la suite de cette inoculation. 
De ce fait, le spermophile ne parait pas jouer dans le typhus 
endémique le réle de réservoir naturel qui semble, jusqu’ici, 
parmi les rongeurs, rester uniquement dévolu au rat. 

4° Il est intéressant de rappeler que si le spermophile est 
sensible au virus de la fiévre boutonneuse, comme l|’ont montré 
Blanc et Gaminopetros (1), Pinfection reste chez lui compléte- 
ment inapparenie, bien que le virus s’y multiplie activement. 
Le comportement si différent des deux virus, boutonneux et 
exanthématique, chez un animal sensible a l'un et & l’autre, 
est une preuve de plus en faveur de l’individualité tranchée de 
chacun de ces virus, @l’appui de laquelle nous apportons plus 
loin des arguments d’ordre immunologique. 


Souris. — Chez la souris, il est un point qui vaut d’étre mis 
en évidence. Alors que les souches murines sont, pour la plu- 


part d’entre elles, comme nous venons de le voir, nettement 


(1) G. Buanc et J. Cammnoperros. C. R. de l’Acad. des Sc., 193, 1934, p. 258. 
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pathogénes pour le rat, ilest curieux de constater que la souris 
supporle, généralement sans trouble apparent, l’inoculation 
de quantités élevées de ces virus (jusqu’a 1 oc. c. 5 et méme 
2 cent. cubes d’émulsion cérébrale épaisse, par voie intrapéri- 
tonéale). Nous avons observé ce fait, non pas uniquement avec 
notre souche A dont nous avons vu se préciser, par adaptation, 
la bénignité pour le rat, mais avec d’autres souches, alors méme 
que celles-ci, prés de leur isolement, restaient tres virulentes 
pour le rat. Non seulement les souris inoculées ne meurent 
point, mais elles paraissent toutes rester normales quand rats 
et spermophiles inoculés en méme temps présentent des signes 
évidents de maladie, méme s’ils doivent en réchapper. 

N’ayant pu songer, faute de thermométres adéquats, a prendre 
la température de nos souris, nous ne saurions dire si celles-ci 
font, comme le cobaye, une maladie fébrile, mais, somme 
toute, bénigne; la différence de comportement du rat et de la 
souris n’en est pas moins frappante. 

La souris n'est pourtant pas totalement insensible au virus. 
Si bénigne que soit, chez elle, inoculation du virus murin, 
celui-ci n'est pas détruit, au moins immédiatement. Il y a 

_généralisation de infection toute latente qu’elle puisse étre ; 
on peut, en effet, longtemps aprés l’inoculation intrapérito- 
néale, retrouver le virus dans le névraxe de la souris. 

Mais ceci nous améne & envisager la conservation des virus 
murins chez les rongeurs. 


CONSERVATION DU VIRUS MURIN CHEZ LES RONGEURS. 


Au pouvoir pathogéne des vrius murins pour les rongeurs, 
et spécialement les rats, se rattache étroitement la question de 
la conservation des virus murins dans Ja nature. — 

Dés l’origine de nos recherches sur le typhus exanthémalique 
endémique, notre attention était attirée, comme celle d’autres 
auteurs, sur la fréquence réelle avec laquelle le rat est trouvé 
infeclé par le virus exanthématique, fréquence qui pose un 
double probléme, celui de la persistance du virus chez le rat, et 
celui, lié & l'étude des ectoparasites que nous envisagerons 
plus loin, dela rareté relative de la contamination de l’homme. 

A priori, il était bien probable, étant donné le neurotropisme 
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marqué du virus, qu'une fois de plus, pour le typhus comme 
pour bien d’autres maladies (protozooses, spirochétoses, affec- 
tions & virus filtrants), le cerveau de |’animal sensible, en 
lespéce le rat, servait de réservoir de virus une fois la période 
aigué de l’affection franchie. 

C'est bien, en effet, ce qui se passe, et MM. Ch. Nicolle, 
J. Laigret, Marcandier et Pirot (1) en ont apporté la premiére 
démonstration dans une note montrant que le rat est, par 
excellence, l'animal réceplif des typhus bénins et que son cer- 
veau reste virulent longlemps aprés l’apyrexie. Les faits que 
nous avions observés nous-méme depuis plusieurs mois et que 
nous avons résumés ci-dessus : gravité de l'infection des rats 
inoculés avec des doses fortes de virus du typhus murin ou 
endémique, survie si la dose inoculée est plus faible; au con- 
traire, infection inappareute avec le virus épidémique, quelle 
que soit la dose infectante; récurrence possible de 1’infection 
chez le rat (nous avons méme observé un cas de récurrence 
chez le cobaye inoculé avec le virus murin), et, surtout, persis- 
tance du virus dans lencéphale du rat trés longtemps aprés la 
période fébrile, contirmaient absolument, dans leur ensemble, 
les données de ces auteurs, et nous aurions jugé oiseux 
d’apporter, dans une note publiée alors (2), par des expériences 
a peu prés identiques, une semblable confirmation, si nous 
n’avions voulusimplement rapporter deux fails supplémentaires 
qui se dégageaient de nos expériences : 

4° Les caractéres expérimentaux du typhus endémique (ou 
bénin) ne sont pas fixes. Nous avons relaté ci-dessus |’évolution 
de notre souche A, sa bénignilé progressive pour le rat et son 
adaptation au cobaye avec perte de |’orchite spécifique, faits: 
contribuant 4 rapprocher les virus murins des virus épidé- 
miques. 

2° Le virus du typhus bénin persiste dans le cerveau du rat, 
mais le typhus épidémique peut aussi se conserver chez les 
muridés. 

Avec nos virus murins, nous avons inoculé des rats blancs 
neufs & des doses suffisantes pour leur donner une affection 


(1) Nrcotte, Laicret, Marcanpier et Piror. C. R. de l’Acad. des Sc., 194, 1932 
p. 1704. 
(2) P. Liéprng. C. R. de la Soc. de Biol., 140, 1932, p. 442. 
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fébrile sans cependant Causer la mort de l’animal; celui-ci 
était sacrifié au bout d’un délai variable et son cerveau inoculé 
par voie intrapéritonéale 4 un ou plusieurs cobayes servant de 
réactif. Nous avons pu ainsi récupérer nos virus marins dans 
Vencéphale des rats quinze, trente-six, quarante-deux, quarante- 
quatre et quatre-vingt-seize jours aprés l’inoculation. I] est 
inutile de donner des protocoles de ces expériences trés simples, 
mais voici un exemple montrant que le virus murin peut se 
conserver successivement dans le cerveau de la souris, du 
cobaye (aprés la défervescence) et du rat : 


Expérience XI. — Le 2 janvier, on sacrifie le cobaye o D20, quia réagi 
typiquement a lasouche A (provenant elle-méme d’une souris inoculée qua- 
rante-cing jours avant, au trente-septiéme passage) et est apyrétique depuis 
quatorze jours. Une émulsion de son cerveau est inoculée par voie intra- 
péritonéale & un rat blanc, qui ne réagit pas en apparence; on note seule- 
ment, sur la courbe thermique du rat qui évolue entre 38° et 38°53, une tempé- 
rature de 39° le matin et le soir du dixiéme jour. Le 27 janvier (vingt-cinquiéme 
jour) le rat est sacrifié. Son cerveau émulsionné est inoculé au cobaye of D 46 
qui réagit de maniére typique le septiéme jour; il est 4 noter que le cobaye 
D 46, positif sans orchite, a été sacrifié et a donné une suite de passages 
positifs sans orchite. Notre souche A a donc conseryvé et retrouvé tous ses 
caractéres acquis, malgré ce passage sur le rat, fait confirmé par de mul- 
tiples expériences. 


Remarquons surtout dans l’expérience ci-dessus (comme 
nous l’avions déja fait dix mois auparavant lors d’une expé- 
rience analogue) que le virus A, bien qu’ayant perdu ses carac- 
teres « murins » (orchile chez le cobaye, maladie fébrile chez 
le rat) reste capable de persister longtemps dans |’encéphale 
des rongeurs. En serait-il de méme, le cas échéant, avec le 
virus épidémique? 

L’expérience nousa, en effet, démontré que sil’ inoculation au 
rat du typhus épidémique [virus africain, souche Nicolle (1)| 
ne détermine pas d’affection apparente, le cerveau de cet ani- 
mal n’en reste pas moins fréquemment virulent & un moment 
ou l’évolution fébrile des cobayes témoins est terminée (dix- 


(1) Il s’agit de la souche africaine que nous devons Aa l'obligeance du pro- 
fesseur Ch. Nicolle. Nous avons recu cette souche & son trois cent vingt-troi- 
sitme passage sur souris. Nous avons pu, avec cette souche que nous 
entretenons depuis un an et demi, exécuter de multiples expériences, nolam- 
ment d’immunité croisée, et nous sommes heureux de pouvoir exprimer ici 
a M. Nicolle, notre vive gratitude pour l’aide précieuse qu'il nous a ainsi 
accordée dans la réalisation de nos recherches. 
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huitiéme et vingt-deuxiéme jour de l'inoculation), Pour des 
raisons matérielles, nous avons di continuer sur Ja souris ces 
expériences entreprises sur le rat. Nous avons obtenu des résul- 
tats tout aussi démonstratifs ; en voici un exemple : 


Expérience XII. — Le 23 février 1932, on sacrifie 2 cobayes en période 
fébrile, inoculés avec deux souches exanthématiques qui sont : 4° souche 
Nicolle (typhus épidémique) trois cent vingt-quatriéme passage, cobaye B. 79 
(douziéme jour de l’inoculation, deuxiéme jour de la fiévre); 2° souche A 
(murine, athénienne) huititme passage, cobaye B. 81 (dixiéme jour de V’ino-’ 
culation, deuxiéme de la fiévre). Avec les émulsions cérébrales de chacun des 
cobayes on inocule, par voie intrapéritonéale, 2 souris. Nos souris albinos 
issues d'une lignée parisienne, nées et élevées dans des bocaux de verre, 
sont dépourvues d’ectoparasites, et leur encéphale ne renferme normale- 
ment aucun virus inoculable au cobaye. Les souris inoculées sont, bien 
entendu, isolées. Le 27 février, on procéde de méme avec une troisitme 
souche, Beyrouth 4 (murine, syrienne) premier passage, cobaye B. 86 (quator- 
ziéme jour de l’inoculation, deuxiéme jour de la fiévre). 

Le 27 avril, les souris sont sacrifiées et leurs cerveaux, broyés, inoculés & 
des cobayes, par voie intrapéritonéale, avec les résultats suivants : 1° souche 
Nicolle (2 souris, soixante-quatriéme jour) cobaye male C 54 : fiévre le dix- 
neuyiéme jour, durant dix jours, sans réaction scrotale d’aucune sorte; 
2° souche A (1 seule souris survivante, soixante-quatriéme jour), cobaye 
male C. 52 : aucune réaction pendant trente-deux jours d’observation; 
3° souche Beyrouth 1 (2 souris, soixante jours) cobaye C. 53: fiévre le trei- 
ziéme jour, durant six jours, cedéme scrotal. Un passage pratiqué le sixiéme 
jour de la fiévre avec 1 cent. cube de sang du cceur prélevé par ponction est 
positif (cobaye male C. 74, fiévre le onziéme jour, durant huit jours, cdéme 
scrotal). 


Nous nous estimions donc en droit de conclure, entre autres, 
que « la conservation du typhus endémique, aprés la déferves- 
« cence, dans l’encéphale des muridés infectés expérimentale- 
« ment par voie intrapéritonéale, suffit & expliquer Vinfection 
« naturelle endémique de l’animal. Une conservation d’égale 
« durée (soixante-quatre jours au moins chez la souris) peut 
« s’observer a la suite de l’inoculation du typhus épidémique 
« et de!l’infection inapparente qui l’accompagne ». 

Ces résultats ont paru surprendre M. Nicolle, qui, dans son 
rapport sur les typhus exanthématiques au vingt-cinquiéme 
anniversaire de la Société de Pathologie exotique (1), a semblé 
enclin a les attribuer & une confusion de virus. Plus récemment, 
Nicolle et Laigret (2), reprenant des expériences analogues, ont 


(1) Ch. Nicos. Bull. de la Soc. de Pathol. exotique, 26, 1933, p. 316. 
(2) Ch, Nicotrg et Larcrer. C. R. del’ Acad. des Sc., 196, 1933, p. 733. 
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insisté sur le fait que le cerveau des rats, inoculés avec le 
virus historique (souche tunisienne), est infiniment “moins 
riche en éléments virulents que celui des cobayes, inoculés 
du méme virus, et que celui des rats, inoculés du virus 
murin. 

Cela est parfaitement exact, et correspond bien aux faits 
observés. Nous n’avons jamais dit qu’une conservation d’aussi 
longue durée avec le virus épidémique (pas plus d’ailleurs 
qu’avec le virus bénin) était la régle, mais seulement qu’elle 
pouvait s’observer, dans des conditions dont bien d'autres 
expériences, celles-li négatives, montrent le caractére excep- 
tionnel. 

Dans cette étude de la conservation des virus, il faut tenir 
comple aussi des variations individuelles. Comme le montre 
Vexpérience suivante, de deux animaux inoculés en méme 
temps, avec le méme virus, et conservés ensemble dans les 
conditions identiques, l'un pourra conserver le virus alors qu'il 
aura disparu déja chez l'autre. 


Expérience XIII. — Au dix-huititme passage de la souche JB, l’ému sion 
cérébrale du cobaye sert a inoculer par voie intrapéritonéale 2 souris neuves, 
qui sont conservées dans le méme bocal. L'une d’elles, sacrifiée au bout de 
quarante-huit jours, donne un passage positif mais abortif sur cobaye 
(cobaye 9 D. 34, fiévre le sixiéme jour, pendant trois jours); l'autre sacrifiée 
le cinquantiéme jour donne un passage négatif (cobaye o D. 95, aucune 
réaction pendant vingt-cing jours). 


Nous avons seulement voulu montrer, dans les expériences 
visées plus haut, que le phénoméne de conservation du virus 
dans le névraxe des rongeurs infectés élait, en maliére de 
typhus exanthématique, un fait d’ordre général, dont le degré 
et la durée varient, bien entendu, suivant le virus, l’espéce ani- 
male et méme l’individu envisagés, mais qui ne peut constituer 
ni chez l’animal l’apanage exclusif d’une espéce, ni pour le 
virus un caractére absolu de différenciation spécifique. 

Nous croyons y avoir réussi. 


Ltsions HISTOLOGIQUES DU TYPHUS MURIN. 


L’étude expérimentale du typhus murin chez les animaux de 
laboratoire serait incompléte si elle ne comprenait en méme 
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temps l'étude desaltérations microscopiques des différents tissus 
chez les animaux réceptifs au virus. 

Nous avons procédé, trés complétement, & cette étude indis- 
pensable, qui, pour des raisons indépendantes de nous (1), sera 
reportée au mémoire suivant : on en trouvera les détails dans 
l’exposé que nous lui consacrerons. Contentons-nous ici d’en 
relever les conclusions : 

1° Chez le cobaye, chez le rat et chez le singe, les altérations 
microscopiques causées par le virus murin sont du méme type 
que celles causées par le typhus épidémique. 

2° Ces lésions consistent essentiellement en proliféralions 
endothéliales (vaginale, vaisseaux) et en infiltrations périvas- 
culaires; les lésions du névraxe sont surtout corticales et sous- 
corticales, avec une tendance hémorragique marquée. 

3° Le degré des lésions névraxiques observées varie considé- 
rablement d’une souche murine & |’autre. Il semble y avoir un 
certain balancement entre l’intensité des lésions scroltales et 
celle des lésions du systéme nerveux, certaines souches mani- 
festant dés leur isolement une tendance neurotrope attestée par 
la précocité des Iésions cérébrales. 

4° Il n’existe entre les lésions causées par les typhus murins 
et celles causées par le typhus épidémique que des différences 
de degré, inconstantes pour une méme souche. Ces différences 
sont, en l’absence d’éléments spécifiques, insuffisantes pour 
permetire de séparer les uns des autres les virus murins, et 
les virus murins neurotropes du virus épidémique. 


FREQUENCE DE L’INFECTION MURINE SPONTANEE. 


Il nous faut dire un mot encore sur une question d’impor- 
tance majeure qui est liée 4 celle de la conservation du virus 
chez les rats : c’est celle de la fréquence, relative ou absolue, 
de infection murine. 

Au début de nos expériences, en inoculant au cobaye un 
mélange de 6 & 10 cerveaux de rats, la moitié environ des 

(1) Ne pouvant disposer sur place de dessinateur ou de bon microphoto- 
graphe, ila fallu envoyer ailleurs un choix de préparations destinées a illus- 
trer exposé des altérations observées. Ces préparations, dont nous avons 


attendu plusieurs mois le retour, ont été égarées et devront étre refaites pour 
étre photographiées. 
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cobayes étaient trouvés positifs, c’est-a-dire qu’au moins 1 rat 
sur 20 se montrait infecté. La fréquence méme de cette infec- 
tion, dans nos expériences comme dans celles d’autres auteurs, 
a, un moment, inspiré & Brumpt (1) des doutes sur la nature du 
virus isolé. 

Nous nous sommes rendu compte plus tard, en poursuivant 
systémaliquement nos recherches, que le hasard avait double- 
ment favorisé nos premiers essais en les placant dans une saison 
et dans les quartiers de la ville ot les chances de trouver des 
animaux infectés étaient & leur maximum. 

Nous avons pu, en effet, noter les faits suivants : 

a) Certains quartiers d’ Athénes (2) nous ont donné des résul- 
tats constamment négatifs quels qu’aient été le nombre et 
l’époque des prélévements effectués. Ce fait peut assez bien 
s’expliquer par le caractére relativement sédentaire de la popu- 
lation murine d’une ville sans égouts, ce qui tend a restreindre 
les contacts entre les divers groupes de rats dont on connait 
bien, par ailleurs, la tendance habituelle a s’isoler par clans; 

6) D’autres quarliers ne nous ont fourni de résultats positifs 
qu’a un moment donné, pendant la saison froide en général 
(ce qui est paradoxal, car c’est la saison ot: les puces sont en 
moindre abondance), contre des examens négatifs & d'autres 
moments de l'année : 

Exprrience XIV. — Rats d’Athénes, quartier C : le 2 décembre 1931, inocula- 
lion du mélange des cerveaux de 8 rats a 2 cobayes, avec deux résultats 


positifs (origine de notre souche C). 
Le 18 avril 1932, 16 rats, et le 19 avril 7 rats du méme quartier donnent des 


résultats négatifs (4 cobayes inoculés). 
Le 20 octobre 1932, 13 rats du méme quartier sont négatifs (2 cobayes ino- 
culés : 1 négatif, 1 douteux avec passage négatif). 


Cette sorte d’allernance de périodes infectieuses o nombre 
de rats sont trouvés porteurs de virus actif, et de périodes 


(1) Brumpt. Bull. de Acad. de Médecine, 107, 1932, p. 416. 

(2) Nous ne pouyons préciser davantage, ce qui ett été intéressant, la 
topographie de l’infection murine dans une ville comme Athénes. Bien que 
n’ayant donné lieu qu’a des publications exclusivement scientifiques, et en 
France seulement, on a voulu voir dans ces travaux la critique d’un état de 
choses existant. A la suite d’échos anonymes nos recherches ont regu le 
désaveu public de l’autorité sanitaire avec l’assentiment de laquelle elles 
avaient été entreprises. Mieux : leurs résullats ont été démentis. Nous n’avons 
pu continuer nos investigations qu’avec des complicités vénales, toujours 
aisées A obtenir, mais qui obligent a une discrétion que l’on concoit. 
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mortes, ou l’endémie murine est latente ou en régression, parait 
étre de régle, car un seul quartier nous a donné des résultats 
positifs & trois reprises : mais les captures des rats y ont tou- 
jours été faites 4 la méme saison (décembre 1931, janvier 1932, 
novembre 1932), ce qui diminue la valeur de l’observation. 

Y a-t-il un rapport entre lendémie murine et l’apparition 
des cas humains de fiévre exanthématique? Des observations 
que nous avons pu faire, il semble bien ressortir que les rats 
capturés au contact ou dans l’entourage de cas humains de 
maladie de Brill soient constamment trouvés porteurs de virus, 
alors que nous venons de voir que cette virulence est loin d’étre 
constante dans les conditions normales. 

A l'appui de cette maniére de voir, nous citerons ]’opinion 
justifiée de Marcandier et Pirot(1) relatant des circonstances 
ou nos recherches mutuelles se trouvent avoir colJaboré a 
observation des faits : 

« ...L’histoire du Jean-Bart est démonstrative : en février 
1932, des rats prélevés & bord de ce batiment, ot il n’y avait 
plus eu de cas humains depuis 1928, sont indemnes. Quatre 
mois aprés, au cours d’une croisiére dans le Levant, le bati- 
ment mouille & Phalére, ot M. Lépine préléve le 3 juin un lot 
de rats, gui se montre positif. Or, le 15 juin, le typhus murin 
réapparait & bord et durera jusqu’en décembre (14 cas). Le 
9 aotit, le batiment étant revenu & Toulon, nous confirmons la 
présence du virus sur deux lots de rats. Tout se passe donc 
comme si une épizootie murine bénigne — on n’a jamais cons- 
taté de mortalité anormale chez les rats — précédait et accom- 
pagnait l’endémo-épidémie humaine. I] est vraisemblable 
qu'elle ne débute que lorsque le nombre de rats infectés a 
atteint un pourcentage élevé. » 

Existe-t-il en Europe, ou en Méditerranée occidentale, en 
dehors du foyer que nous avons découvert, d'autres foyers 
actifs d'infection murine exanthématique? C’est infiniment pro- 
bable, mais cela n’a pas été absolument démontré jusqu’ici. 
En effet, la confirmation qu’a Alexandrie Panayotatou (2) a 
donné de nos travaux ne fail que montrer l’extension du foyer 


(1) Marcanprer et Prror. Bull. de la Soc. de Pathologie exotique, 26, 1933, - 


p. 349. 
(2) A. Panayotatou. C. R. dela Soc. de Biol., 441, 1932, p. 496. 
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levantin (Athénes-Pirée-Beyrouth) ; le foyer toulonnais, exclu- 
sivement nautique (les rats de terre et ceux de l’Arsenal exa- 
minés par Marcandier et Pirot sont négatifs), serait une éma- 
nation du foyer levantin; Quérangal des Essarts (1) a retrouvé 
le virus & Brest, mais & bord du cuirassé Provence venant de 
Toulon; les résultats de Le Chuiton et Moureau & Bordeaux (2) 
doivent élre attribués au sodoku, comme il ressort d’une note 
récente de ces auteurs; les observations faites & Lyon par 
Rochaix, Sédallian et Couture (3) ne sont pas démonstratives. 

Nous croyons savoir que d’autres chercheurs opérant en diffé- 
rents endroits ont obtenu des résultats franchement négatifs 
dans leurs investigations. Il ne reste que celles de Brumpt (4) 
qui donnent l’impression que leur auteur a eu entre les mains 
des souches authentiques de typhus murin, ce qu'il a confirmé 
depuis (5) par les résultats de l’immunité croisée. 

Mais en dépit de ces résultats actuellement limités il faut 
s’attendre 4 ce que les investigations futures apportent la preuve 
d’une assez large diffusion du virus murin. 

Il est donc trop tot pour porter un jugement quelconque sur 
la distribution géographique du typhus murin en Kurope. Mais 
il est un point que nous voudrions signaler, car il nous est 
apparu en compulsant nos notes d’expériences : c’est que nos 
souches les plus virulentes de typhus murin se sont trouvées 
toujours provenir de lots de rats composés en majeure partie, 
sinon exclusivement, de Mus rattus ou de sa variété alexan- 
drinus; peut-étre n’y a-t-il pas 18 qu’un hasard (il faut tenir 
compte de la fréquence relative des espéces), car c’est également 
une prédominance de Mus rattus ou alexandrinus que lon 
trouve & Toulon sur les navires de guerre, et 4 Mexico. Le 
typhus murin serait donc essentiellement une maladie du rat 
noir, et peut-étre en faudrait-il tenir compte au cours de 
recherches épidémiologiques. 


(1) QukRanoat pes Essarts. Bull. de la Soc. de Pathologie exotique, 25, 1932, 
p. 283. 

(2) Le Caurron et Mourgav. C, R. de la Soc. de Biol., 141, 1932, p. 167. 

(3) Rocnarx, Sépauuran et Couture. C. R. de la Soc. de Biol., 141, 1932, p. 817. 

(4) Brumpr. Bull. de l’Acad. de méd., 107, 1932, p. 356. 

(5) Brumet. Bull. de la Soc. de Pathologie exotique, 26, 1933, p. 365. 
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Conclusions. 


1° On trouve avec une grande fréquence dans l'encéphale des 
rats du bassin oriental de la Méditerranée un virus qui peut étre 
entretenu par passages réguliers sur le cobaye. La maladie naiu- 
relle du rat sauvage parait évoluer par poussées endémo-épidé- 
miques dune maladie bénigne atteignant surtout le rat nowr. 

2° Le virus murin d Athénes présenie des caractéres in vitro 
el in vivo analogues a ceux attribués classiquement au virus du 
typhus exanthématique, et les émulsions cérébrales des animaux 
inoculés de l'un ou l'autre de ces virus ont sensiblement la méme 
virulence aux mémes taux. 

3° Le virus murin est détruit facilement et rapidement par la 
chaleur, la dessiceation, les antiseptiques ; tl ne se conserve que 
peu de temps dans la glycérine; par contre, wl est réststant au 
froid et ala congélation; wl traverse les bougies Chamberland L2, 
mais est retenu par les bougies Chamberland L3. 

4° Le cobaye inoculé avec le virus murin fait une maladie 
fébrile, non mortelle, comme aprés Vincubation du tuphus exan- 
thématique, et présente, en outre, au cours de la période fébrile 
une réaction scrotale analogue a celle qut a permis de caracté- 
reser le typhus mexicain.. Comme au cours de cette derniére 
affection, les colorations spéciales permettent de mettre en évi- 
dence, sur les frotts de la vaginale des cobayes infectés présen- 
tant une réaction scrotale, un germe intracellulaire morpholugi- 
qguement indiscernable de Rickettsia prowazeki. 

5° Parmi les animaux de laboratoire sensibles au virus murin, 
le rat apparait comme « Tanimal réactif » des typhus bénins. 
Linfection fébrile et fréquemment mortelle qwil contracte par 
linoculation dun typhus bénin d@oriyine murine différencie ce 
virus du typhus épidémique qui ne déiermine chez le rat qu'une 
infection inapparente. 

6° Toutefors, par passages sur le cobaye, un virus murin peut, 
sans perdre sa virulence, ahandonner les caractéres qui le diffé- 
rencient normalement du typhus épidémique (wdéme scrotal 
chez. le cohaye, infection apparente chez le rat) dont i! devient 
difficilement discernable. 
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7° Le singe (Macacus cynomolgus e¢ Cercopithecus callithrix) 
réagit a Vinoculation du virus murin par une maladie fébrile 
grave avec apparition d'une réaction de Wetl-Felix positive avec 
le sérum sanguin. 

&° Le spermophile de Macédoine (Citillus citillus) est sensible 
au virus murin et au typhus épidémique. Liinfection se traduit 
chez le spermophile par une maladie apparente, fébrite, avec 
symptémes généraux accusés, mais sans réaction testiculuire nt 
scrotale chez le male. Le spermophile ne paratt pas étre infecté 
spontanément ni jouer le réle de réservoir naturel dans le typhus 
exanthématique endémique. 

La persistance du virus murin dans lencéphale du spermophile 
au moins trente et un jours aprés Linfection expérimentale 
permet dutiliser cet animal pour la conservation au laboratoire 
du typhus bénin, au méme titre que le rat et la sourts 

9 La souris et le lapin, moins sensib/es au virus, font, lune, 
une infection inapparente avec conservation du virus dans le 
névraze, [autre une maladie bénigne, généralement abortive et 
quelquefows tnapparente, avec généralisation du virus, dans des 
conditions qui varient suivant le mode d’inoculation. 

10° La persistance des virus murins dans lencéphale des 
muridés apres la période fébrile caractérise habituellement ces 


virus, mais peut aussi s'observer avec le virus Epidémique du 
typhus exanthématique. 


DEUXIEME PARTIE 


Existence d'un typhus endémique di au virus murin. 
-Réle des parasites du rat. 


Il existait donc bien, & Athénes et au Pirée, une affection 
endémique chez les rats, causée par un virus dont les carac- 
téres expérimentaux étaient ceux dun virus exanthématique, 
analogue au virus mexicain. 

Mais y avait-il en Gréce une maladie humaine due au méme 
virus? Le typhus des rats communiyuait-il 4 l>homme une 
fievie exanthématique ? 

L’existence d’une maladie humaine ne découlait pas néces- 
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sairement a priori de laconstatation d’un virus murin. En effet, 
Brumpt a montré que les rats de Paris étaient porteurs d’un 
virus vraisemblablement identique & celui que nous trouvions 
sur nos rats, bien qu’& Paris le typhus bénin ne paraisse pas 
avoir été relevé depuis les observations de Netter et Blaizot (4) 
en 1916. Allions-nous, au contraire, rencontrer & Athénes un 
typhus endémique jusqu’ici méconnu? 

Notre altente n’a pas été décue. Il existe en Gréce un typhus 
endémique, généralement mais non toujours bénin, et nous 
avons pu, grace 4 la collaboration cordiale de quelques-uns de 
nos confréres helléniques, en apporter rapidement la démons- 
tration (2). 

[l n’est pas trés surprenant que le typhus endémique ait 
jusque-la échappéa Vatlention, ou plutét qu'il n’ail pas encore 
été individualisé. Dans tous les pays, la séparation clinique des 
maladies du groupe exanthématique est de date relativement 
récente. Elle s’est produite pour la généralité du corps médical 
des pays circum-méditerranéens lorsque les travaux des auteurs 
marseillais ont altiré l’attention unanime sur la fiévre bouton- 
neuse, dont l'étude, en Tunisie, par Conor et Bruch était restée 
a pen prés ignorée. 

C’est pour une certaine part a l’existence de cette derniére 
affection, étudiée en Gréve par Blanc et Caminopeltros, que le 
typhus endémique doit d’y avoir été méconnu. En effet, les 
malades atteints de typhus endémique, généralement bénin, ou 
bien restent 4 domicile et échappent au médecin (comme c'est 
trés souvent le cas dans la population pauvre d’Athénes et du 
Pirée), ou bien vont 4 Vhépital, vers le huitiéme ou le dixiéme 
jour de la maladie, souvent plus tard, et leur affection y est, 
soit traitée sous divers diagnostics si l’éruption est légére et 
déja palissante, soit ratlachée & Ja fiévre boutonneuse si l’exan- 
théme est abondant et tend & envahir les mains et les pieds. 
Quant aux formes plus graves du typhus endémique, elles sont 
attribuées invariablement & des cas sporadiques du typhus 
exanthématique épidémique (maladie & poux) et cataloguées 
comme telles. | 

Car, chose curieuse, les esprits avertis, dont beaucoup ont 


(1) Nerrer et Buarzor. Bull. de l’Acad. de Méd., 79, 1918, p. 90. 
(2) P. Liépine. Bull. de VAcad. de Méd., 107, 1932, p. 498. 
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accueilli avec scepticisme, quand cela n’a pas été comme pour 
certains avec une hostilité systématique, l’idée d’une maladie 
murine transmise & |l’homme sous forme de fiévre exanthéma- 
lique, admettent et reconnaissent unanimement |’existence en 
Gréce de cas fréquents de typhus exanthématique, dont l’origine 
n'est pas rattachable a d'autres cas humains et qui ne donnent 
pas généralement lieu a des épidémies, malgré |’insuffisance 
ou l’absence des mesures sanitaires prises & leur endroit. Celte 
attitude est d’autant plus paradoxale que le typhus exanthé- 
matique a, socialement, mauvaise réputation en Gréce, & cause 
de la suspicion de pédiculose quil entraine. En fait, la majeure 
partie des cas de typhus bénin que nous avons pu observer, 
grace a l’amabilité de nos cunfréres, |’a été chez les malades 
dont Vaffection, soigneusement dissimulée, n’a entrainé ni 
déclaration ni transfert & ’hépital. 

Voici, dans un cas typique, le premier du reste parmi ceux 
que nous avons observés, comment nous avons pu établir 
Pétiologie du typhus endémique de Gréce. 


. ExpERIENCE XV ET RESUME DEL’OBSERVATION. — Le 27 janvier 1932, le Dt Lorando 
nous fait savoir qu’un malade entré depuis quelques jours dans son service 
a Hopital Frangais présente un tableau clinique imposant le diagnostic de 
typhus exanthématique. Nous nous rendons aussitot auprés de ce malade. 

C’est un nommé Jean Sig..., Agé de vingt-cing ans, garcon de restaurant. ~ 
ll est entré le 22 janvier 4 Vhépital, alors qu’il était déja alité depuis cing 
jours avec une forte fiévre, altribuée 4 la grippe. Il est, par conséquent, au 
moins au neuviéme jour de sa maladie. Le malade, assez prostré, mais sans 
stupeur, répond bien aux questions posées. Sa température’évolue entre 38° 
et 39°. L’exanthéme, suffisamment discret pour avoir échappé a l’examen les 
premiers jours, est indiscutablement du type du typhus exanthématique. Il 
se compose d’éléments maculeux, trés légérement pétéchiaux, prédominant 
au thorax et dans le dos, respectant intégralement la face et l’extrémité des 
membres. La rate n’est pas perceptible, la langue est rotie. Il a élé pratiqué 
une numeération globulaire, qui a donné le chiffre de 18.600 leucocytes. 
Nous recherchons immédiatement la séro-agglutination de Widal qui est 
négative (T. A. B.) et celle de Weil-Felix qui est positive 1/400 (Proteus X 19 
et Bysantinus). La maladie devait suivre un cours normal, et le malade entrer 
en convalescence le quinziéme jour. L’interrogatoire des infirmiéres apprend 
que ni le malade ni ses vétements n’étaient porteurs de poux le jour de 
Yentrée. 

Recherches expérimentales. — Le méme jour, 3 cobayes étaient inoculés au 
lit du malade (2 cent. cubes de sang par voie intrapéritonéale). Ces 3 cobayes 
n’ont montré aucune réaction thermique pendant trente jours d’observation. 
Eprouvés le 2 mars, l’un d’enx (B. 54) se montre immun, alors que les deux 
autres (B. 35 et B. 56) réagissent d’une maniére typique. Le sérum du malade, 
prélevé aprés la convalescence (3 mars), a montré un certain pouvoir neu- 
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tralisant pour notre souche athénienne exanthématique A, d'origine murine. 
Le cobaye C. 8, inoculé avec le neuviéme passage de notre souche A, et 
ayant recu les quatre jours suivants 1 c. c. 5 de sérum_du malade Sig... par 
voie sous-cutanée, a présenté le dixitme jour un crochet thermique A 40°2, 
sans autres manifestations (témoin positif le sixitme jour, grosse réaction 
testiculaire, fiévre durant huit jours). 

Enquéle épidémiologique. Virulence des rats capturés au domicile du malade et 
de leurs puces. — Le 28 janvier, nous nous rendions au domicile du malade 
afin d’effectuer une enquéte épidémiologique. Le malade était logé et nourri 
au restaurant ov il travaillait. Il ne s’était pas absenté depuis trés longtemps ; 
selon toute vraisemblance, c’est sur place qu’avail eu lieu la contamination. 
Sig... était logé avec trois membres de sa famille, employés comme lui au 
restaurant, dans une sorte de galerie surplombant la salle principale du res- 
taurant. Il y couchait sur un grabat, encore en place lors de notre visite, et 
ou se trouyaient aussi des vétements du malade. Il n’y avait pas trace de 
lentes dans ceux-ci. Il n’y avait, el il n'y a pas eu depuis d’autre cas de 
typhus parmi le personnel du restaurant, ni parmi la famille du malade. Sur 
la galerie oti couchait le malade, a proximilé immédiale de son grabat, don- 
naient deux portes conduisant a de petites piéces sans issue, ulilisées a la 
fois comme resserre et comme magasin 4 provisions. De ce fait, au dire de 
tous les habitants de la maison, les rats y élaient tres nombreux. Nous en 
fimes fuir deux en procédant a linspection des lieux. Nous fimes autorisé a 
poser deux piéges, l'un au pied du lit du malade, autre, 4 2 métres de la 
dans une des pitces voisines. Le 4°" février 1932, 1 rat est pris et sacrifié, son 
cerveau inoculé aux cobayes males B. 60 et B. 61 qui présentent, a partir du 
onziéme et du douzi¢me jour respectivement, une réaction thermique 
typique, avec léger cedéme scrotal. Le 3 février, 6 rats sont capturés et sacri- 
fiés, et leurs cerveaux inoculés aux cobayes B. 65 et B. 66 : tous deux pré- 
sentent le quinziéme jour une réaclion positive intense. Le cobaye B. 65 est 
sacrifié : culture de tous les organes négalive, trés nombreuses rickettsia 
dans les frottis de vaginale, présence de virus dans l’encéphale (passage 
posilif). Le cobaye B. 66 présente pendant six jours une température évo- 
luant entre 40° et 40°8, avec trés gros cedéme scrotal qui disparait a Ja défer- 
vescence. Les puces capturées sur ces 6 rats, au nombre de 12, toutes des 
Xenopsylla cheopis, sont broyées au mortier et inoculées par voie sous- 
cutanée au cobaye male B. 63. Celui-ci présente le huitiéme jour (soit une 
semaine avant les cobayes inoculés dans le péritoine avec l’encéphale des 
rats sur qui les puces avaient été prises), une élévation de température a 
40°1, qui le lendemain monte a 40°4, et s’accompagne d’cedéme scrotal, puis 
évolue typiquement. Au total, 7 rats (tous Mus decumanus) et leurs puces, 
capturés dans la piéce méme ot logeait le malade, ont été trouvés porteurs 
du virus exanthématique. Notons par ailleurs que 4 souris (Mus musculus) 
capturées au méme endroit, les 30 janvier, 1¢" et 2 février, et leurs puces, 
ont fourni des résullats d’inoculation totalement négatifs. 


Dans l’observalion que nous venons de rapporter, l’inocula- 
lion du sang du malade au cobaye, pratiquée au cours de la 
maladie, est restée négative. Ce n’est que par Vinfection inap- 
parente d’un cobaye sur trois, par le pouvoir neutralisant du 
sérum, par les caractéres cliniques et par la réaction de Weil- 
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Felix que la nature exanthématique de la maladie est démontrée. 
Dans d'autres cas comme le suivant, l’isolement du virus 
humain sur le cobaye a pu nous apporter la preuve la plus 
complete : 


Expérrence XVI : Transmission au cobaye du virus humain. — Le 10 février 
1932, nous voyons 4 Vhopital des maladies infectieuses (D" Condos) une 
malade entrée avec le diagnostic de suspicion de typhus exanthémalique. 
Cest une jeune fille, Christina Ca..., Agée de seize ans, servante. Elle est 
couchée depuis sept jours avec une température élevée, actuellement entre 
38° et 38°5. Le médecin traitant avait fait le diagnostic de grippe, mais il y a 
deux jours l’apparition de l’exanthéme a motivé l’envoi 4 l’hépital. L’éruption 
est trés discréte mais présente des éléments assez typiques. L’état général 
est excellent. On ne note pas la moindre prostration. Une réaction de Weil- 
Felix, faite la veille, était négative comme celle que nous pratiquons le jour 
méme. Avec le sang de la malade nous inoculons, a forles doses, 2 cobayes ; 
Yun B. 78, avec 5 cent. cubes meurt en quelques heures de cette dose 
excessive; l'autre, B. 78 (femelle), recoit 3 cent. cubes et présente le douziéme 
jour (21 février) une élévation de température 4 40°5. Il est sacrifié le lende- 
main (22 février, 40°2) : tous les organes sont stériles. Passage du cerveau 
au cobaye B. 94 (femelle), qui présente de la fiévre le sixiéme jour (40°6) et 
est sacrifié le septitme jour. Son cerveau sert 4 entretenir les passages de 
la souche et a inoculer les cobayes B. 99 et B. 100, qui réagissent respective- 
ment 4 partir du neuviéme et le onziéme jour par une parole fébrile évoluant 
au-dessus de 40° pendant quatre jours. Ces 2 cobayes recoivent par la suite 
une inoculation d'épreuve. Le cobaye B. 99 est inoculé le 18 mars avec le 
onziéme passage de notre souche murine A. Le cobaye B. 100 est inoculé, 
le 20 mars, avec une souche de typhus exanthématique épidémique humain 
que nous devons a l’amabilité du professeur Nicolle (trois cent vingt-sep- 
tieme passage du virus tunisien). Les cobayes ne présentent aucune réac- 
tion. Ils se montrent immuns 4a l'une et 4 l'autre souche. 

La malade Christina Ua..., qui nous a fourni la premiére souche humaine 
de typhus endémique en Gréce, a trés rapidement guéri de son typhus, 
d’une évidente bénignilé. Pour des raisons d’ordre social il ne nous a pas 
été possible de nous livrer, dans ce cas, a une enquéte détaillée sur lorigine 
de la contagion Nous avons pu vérifier que la malade, vivant dans un milieu 
aisé, n’avait jamais été porteuse de poux. 


Nous retiendrons, de cette derniére observation, la possibi- 
lité disoler & partir des cas humains, méme extrémement 
bénins, de typhus exanthématique endémique un virus qui 
peut étre entretenu par passages réguliers chez le cobaye, et 
dont nous étudierons plus loin, par l’immunité croisée, les 
caractéres de parenté manifestes avec le virus épidémique 
humain et avec le virus murin. 

La question est donc tranchée du point de vue clinique, et 
cela d’autant plus, que de l’'avis méme des auteurs toulonnais 
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qui ont si bien observé, puis décrit, le typhus des navires de 
euerre, c'est justement dans le Levant que, selon toutes proba- 
bilités, les navires se sont infectés. En effet, MM. Plazy, Ger- 
main et Marcon écrivent (1) : 

« Les premiers cas de typhus endémique bénin furent observés 
par nous en 1926-1927 sur des marins provenant en majorité 
des batiments de guerre de l’escadre de la Méditerranée (Paris, 
Jean-Bart, Courbet), ayant séjourné de 1922 a 1924 en Orient 
(Constantinople, Smyrne, Mer Noire), ot sévissait alors le typhus 
exanthématique. Certains de ces cuirassés avaient recueilli un 
grand nombre de réfugiés lors de l’incendie de Smyrne et 
quelques cas de typhus exanthématique furent constatés, & bord 
du Jean-Bart notamment. Ce virus a-t-il été importé a bord, 
lors de l’exode des réfugiés smyrniotes, par les rats indigénes 
enfermés dans les hardes halivement embarquées ou & l’occa- 
sion des communications des batiments avec la terre? La con- 
statation récente de ce virus chez les rats de certaines contrées 
du Proche-Orient serait en faveur de cette hypothése. Toujours 
est-il qu’en fouillant les Archives de |’Hépital maritime de 
Saint-Mandrier nous avons trouvé, dés 1924, des cas étiquetés 
« Embarras gastrique fébrile », & hémoculture et séro T. A. B. 
négatifs, dont la symptomatologie est celle du typhus endé- 
mique. » 

Et au Congrés d’Hygiéne internationale de Marseille, MM. Mar- 
candier et Pirot (2) concluaient de leurs recherches : 

« Ainsi le typhus murin, observé & bord des navires de 
guerre toulonnais, apparait jusqu’ici comme une maladie loca- 
lisée & un groupe de navires et pour le moment sans diffusion 
terresire, en somme comme une importation étrangére et vrai- 
semblablement une émanation des foyers découverts par Lépine 
dans la Méditerranée Orientale ot ont séjourné plus ou moins 
tous les baliments contaminés. » 

Nous verrons plus loin (expérience XXIII) comment nous 
avons eu l’occasion de démontrer lidentité absolue du virus 
murin des navires de guerre avec nos virus murins dont le 
pouvoir pathogéne pour l’homme ne saurait faire aucun doute. 


(1) Peazy, Gerwain et Marcon. Arch. Méd. et Pharm. navales, 123, 1933, p. 25. 
(2) Marcanpier et Prrot. Arch. Méd. et Pharm. navales, 123, 1933, p. 34. 
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TRANSMISSION NU VIRUS PAR LES PARASITES DU RAT. 


Cependant, l’existence d’une endémie murine et la constata- 
tion des cas humains n’est pas suffisante. I] faut encore chercher 
A savoir comment se fait la transmission du virus du rat au rat, 
et, dans certaines conditions, du rat & l’homme. 

L’idée qui se présente aussitot a l’esprit est celle d'une trans- 
mission par parasites piqueurs, c’est-i-dire, avant tout autre, 
par les puces. 

C’est pourquoi la constatation de I’ existence, dans l’encéphale 
des rats capturés & Athénes et au Pirée, d’un virus présentant 
les caractéres expérimentaux du typhus exanthématique, et 
que des expériences ultérieures nous permetlaient d’identifier 
avec certitude 4 ce virus, entrainait nécessairement la recherche 
de la virulence des puces dont ces rats étaient porteurs. 

L’infeclion de la puce du rat dans le typhus mexicain avait 
déji été constatée par Dyer, Rumreich et Badger (1) et par 
Hardy Kemp (2). 

Depuis, le mécanisme ainsi que les conditions d’infection de 
la puce ont été précisés par les expériences de Mooser et Cas- 
tafieda (3). Nous n’avons connu le travail de ces derniers auteurs 
qu’apres avoir effectué nos recherches, qui, du reste, le con- 
firment entiérement. On pouvait donc penser qu'il en serait 
comme au Mexique pour le typhus exanthématique des autres 
régions ot le rat joue également le réle de réservoir de 
virus. 

C’est ce que montrent en effet nos premiéres expériences, 
publiées avec J. Caminopetros et G. Pangalos (4). Celles-ci 
ont été conduites de Ja maniére suivante. Les rats, capturés au 
piége en différents endroits d’Athénes et du Pirée, étaient sacri- 
fiés au chloroforme, et leurs puces, immédiatement recueillies, 
placées dans des tubes & essais contenant de l'eau physiolo- 
gique. Le nombre des puces capturées a varié, en général de 
2 4 6 parrat. Les puces réunies étaient identifiées & la loupe et 


2) Harpy Kemp. Journ. Amer. Med. Assoc., 97, 1931, p. 775. 

(3) Mooser et CastaNepa. Journ. Exper. Med., 55, 1932, p. 307. 

(4) P. Lépine, J. Caminoperros et G. Pancatos. ©. R. de la Soc. de Biol., 109, 
4932, p. 740. 


(1) Dyer, Rumeetce et Bapcer. U. S. Pub. Health Rep., 46, 1931, p. 334. 
(2) 
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triées. Un cerlain nombre d’entre elles étaient disséquées, 
et les rickettsia recherchées sur les frottis exéculés apres 
dissection, recherche qui nous a permis de reconnaitre l’in- 
fection de la puce Xenopsylla cheopis dans un certain nombre 
de cas. Les autres puces, en plus grand nombre, étaient 
broyées in foto au morlicr, et l’émulsion obtenue injeclée au 
cobaye. 

Dans nos premiéres expériences, par crainte d’infection secon- 
daire, l’inoculation du cobaye était pratiquée par voie sous- 
cutanée. A celte méthode, quia pour inconvénient d’en'!rainer 
un allongement de l’incubation et une réaction parfois douleuse 
(élévation thermique faible ou de courte durée), nous avons, 
par la suite, substitué l’injection intrapéritonéale du broyat de 
puces. Celle-ci n’a jamais été suivie de péritonite (8 essais); elle 
permet de constater l’extréme virulence du produit injecté, 
attestée par la courte période d’incubation (quatre & cing jours) 
et l'intensité de la réaction présentée par animal. En voici un 
exemple : 


Expértence XVII. — 30 puces sont récoltées, le 11 février, sur 17 rats du 
Pirée. Sur cenombre il y a 23 Xenopsyl/a cheopis, 6 Leptopsylla musculi, 1 Cera- 
tophylius fascialus. Le 12 février, 20 X. cheopis sont broyées et inoculées par 
voie intrapéritonéale au cobaye male B. 80. Celui-ci présente, le 16 février, 
une élévation de température a 40°2, avec réaction scrotale bilatérale typique. 
Le 17 février, énorme réaction testiculaire; température : 41°1 le matin, 41°3 
le soir (fig. 12), ’animal est sacrifié. Les cultures du cerveau, du sang, de 
VYexsudat péritonéal et de la vaginale sur milieux usuels restent stériles. 
L’exsudat péritonéal et la vaginale fourmillent de rickettsia, libres et intra- 
cellulaires. Passage du cerveau du cobaye B. 80 au cobaye male B. 92, qui 
présente, le sepliéme jour, une réaction typique (40%, cedéme scrotal, ric- 
kettsia dans l’exsudat péritonéal prélevé par ponction a la pipette). 


Cette virulence des puces ne peut étre attribuée au seul sang 
virulent qu’elles auraient puisé sur les rals, et que renfermerait 
leur tube digestif. Il n’y a, en effet, aucune comparaison entre 
Ja virulence du sang ou méme du cerveau du rat, et celle de 
la puce, simple constatation qui impose l’idée d’une mullipli- 
cation active du virus exanthématique dans l’organisme de la 
puce. 

La démonstration en est apportée par la recherche du taux 
de virulence de la puce broyée. Cette recherche a élé pratiquée 
pour le typhus mexicain par Dyer, Workman, Ceder, Badger 
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et Rumreich (1). Nos expériences nous ont fourni des résultats 
trés analogues. Voici l’une d’elles : 


_ EXPERIENCE XVIII. — Le 16 mai 1932, 2 Xenopsylla cheopis, certainement 
virulentes(puces récoltées sur des rats d’Athénes infectés et nourries depuis 
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Fre. 12. — Inoculation au cobaye du broyat de 20 Xenopsylla cheopis captu- 
rées sur des rals du Pirée. Noter la courte durée de l’incubalion, et l’inten- 
sité de la réaction. 


sur des cohayes en période fébrile) sont broyées au mortier dans 10 cent. 
cubes d’eau physiologique : 1 cent. cube de l’émulsion représente donc 1/5 de 
puce, et sert a des dilutions successives dont 1 cent. cube, représentant une 
fraction correspondante de puce, est inoculé a des cobayes males avec les 


(4) Dyer, Workman, Ceper, Bancer et Rumrsicn. U. S. Pub. Health Rep., 47, 
1932, p. 987. : 
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résultats suivants : 1/2.500: cobaye C. 78, résultat positif; 1/5.000 : Gis 
résultat positif; 1/25.000: cobaye C. 76, résultat positif; 1/50.000 : cobaye C.. 15) 
résultat négalif. 

Dans cette expérience, chaque puce renfermait donc pondéralement au 
moins 25.000 doses infectantes pour le cobave, alors que la quantité de sang 
qu'elle est capable de prélever sur l’animal par piqure est trés cerlainement 
inférieure 4 une dose infectante. 


Quelle est la fréquence relative de l’infection des puces? La 
question doit, naturellement, étre envisagée en fonction des 
espéces de puces rencontrées chez le ral, et de leur propor- 
lion respective. Cette proportion a été déterminée & Athénes 
par notre collaborateur G. Pandasis, qui a trouvé que, sur 
11.563 puces récoltées sur les rats d’Athénes, du 6 novembre 
1930 au 5 février 1931, et déterminées par lui, il y avait, pour 
100 puces : Xenopsylla cheopis : 84,3; Leplopsylla muscult : 
12,5; Ceratophyllus fasciatus : 2,8; Ctenocephalus canis ou felts : 
0,4. En fait, X. cheopis a constiltué souvent 90 p. 100 et plus de 
nos captures. 

Or, dans nos premiéres expériences, lorsque nous avons ino- 
culé au cobaye au moins 12 puces broyées, prélevées sur diffé- 
rents rats, nous avons constamment obtenu un résultat positif, 
aussi bien lorsque nous injections un mélange des puces indé- 
terminées (une fois) que lorsque les puces étaient exclusive- 
ment des X. cheopis (trois fois) ou des L. musculi (une fois). 
Lorsque nous avons inoculé le broyat de 2 puces seulement, le 
résultat a été : avec Xenopsylia cheopis, positif, trois fois sur 
quatre; avec Leptopsylla muscult, une fois sur deux; avec Cera- 
tophyllus fasciatus, un essai négatif. 

Depuis, nous avons pu constater linfeclion spontanée de 
C. fasciatus trouvé sur le rat, et réalisé l’infection expérimen- 
tale de plusieurs Ctenocephalus prélevés sur des chats qu’ils 
parasitaient. 

ll s’ensuit donc, comme I’ont vu de leur coté Mooser et Cas- 
tafieda, que toutes les puces sont aptes a sinfecter sur le rat, et 
sans doute & transmettre la maladie du rat au rat. 

En ce qui concerne la transmission du rat a l’homme, nos 
expériences rendent la X. cheopis des plus suspectes d’en étre 
l’agent, non seulement parce qu’elle pique l‘homme, mais parce 
qu'elle forme prés des 9/10 des puces rencontrées, et qu’elle 
est, de toutes les espéces, la plus fréquemment infectée. 
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La preuve de la transmission du rat au rat par les puces est 
facile 4 donner. 


Expérnience XIX. — Le 10 février 1932, 32 puces ont été récoltées sur 14 rats 
du Pirée, et placées dans un tube a essai rempli d’eau physiologique a la 
glaciére. Le lendemain, un certain nombre des puces sont trouvées vivantes 
dans le tube: on peut ainsi recueillir 9 puces (8 X. cheopis et 1 L. museuli). La 
dissection des puces mortes, confirmée du reste par inoculation au cobaye, 
ayant montré une forte proportion de puces parasitées par des rickettsia, il 
y a tout lieu de considérer le lot de puces encore vivantes comme renfermant 
des individus infectés. 

Les 8 X. cheopis sont placées, le 12 février, dans un bocal, renfermant 2 rats 
blancs neufs dont le pelage a été au préalable soigneusement peigné et frotté 
au xylol. La température des rats n’a pas été prise pour réduire au minimum 
la manipulation d’animaux porteurs de parasites infectés (notre personnel 
n’étant pas, alors, vacciné). 

Le 22 février, l'un des rats parait malade: il titube, ne réagit pas quand on 
lexcite ou qu’on le saisit. Il est sacrifié : Pautopsie est négative, les cultures 
de tous les organes restent stériles. Son cerveau est inoculé aux cobayes 
B. 95 9 et B. 95 & qui font tous deux, lun a partir du onziéme jour, l'autre 
a partir du neuviéme jour, un typhus typique. 

L’autre rat semble malade le 24 février. Il est sacrifié le 12 mars, et son 
cerveau inoculé au cobaye C. 13 9 qui réagit dune maniére typique. Les 
puces dont il élait porteur (5 puces) ont été disséquées et trouvées toutes 
infectées de rickettsia. 


L’expérience suivante montre, d’autre part, la constance avec 
laquelle les puces neuves s’infectent sur des animaux inoculés 
du typhus, et la trés longue conservation du virus chez la puce. 
Chez celle-ci, en effet, l’infection parait ne déterminer aucun 
trouble et n’entrainer aucune mortalité, au contraire de ce qui 
se passe pourle pou dans le typhus épidémique. 


Exeirmence XX. — Le 25 mai 1932, on inocule par voie intrapéritonéale 
2 souris avec une émulsion cérébrale du cobaye C79 (souche A, vingtiéme 
passage, sacrifié le huitiéme jour). Les souris ont été au préalable soigneu- 
sement peignées et lavées au xylol, et leurs incisives abrasées d’un coup de 
ciseaux. On les place dans un bocal, 4 parois élevées, fermé par deux épais- 
seurs de gaze fine, aprés avoir lAché sur elles 5 puces Xénopsylla cheopis 
neuves. Ces puces proviennent d’un élevage organisé en faisant pondre les 
femelles de cheopis, capturées sur des rats d’Athénes, qui étaient sacrifiées 
aussitot aprés la ponte. Nous pensions les inoculer 4 un cobaye et, si celui-ci 
ne réagissait pas a l’inoculation, éliminer ainsi la suspicion de transmission 
héréditaire de l’infection. Les circonstances et le manque des cobayes nous 
ont empéché d’agir ainsi; nous avons da nous contenter de prélever quelques 
éleves apres la mue, et de rechercher leur infection qui a toujours été 
trouvée absente. (Il ne semble donc pas que l’infection de la puce soit héré- 
ditaire). Notre élevage, commencé avec la collaboration de G. Pandazis, n’a 
jamais été trés prospére, et nous avons éprouvé d’assez grandes difficultés 
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4 nous procurer un nombre suffisant de puces neuyes pour nos expériences. 
C’est la raison pour laquelle, dans l’expérience rapportée ici, nous avons 
prétéré infecter des souris, sur lesquelles les puces sont plus facilement 
retrouvées. 

L’une des souris meurt le 27 mai, probablement de la blessure causée par 
la section des incisives. 

Le 30 mai une puce est recueillie, broyée et inoculée au cobaye & A 24, 
avec un résultat négatif. 

La souris survivante est trouvée morte le 4 juin. Elle est remplacée par 
une souris neuve, aux incisives coupées. Le méme jour une puce est 
recueillie, broyée et inoculée au cobaye of A 25, gui présente le 8 juin une 
élévation thermique typique, évoluant en cing jours sans orchite (souche A). 

Le 6 juin une puce est capturée et inoculée aprés broyage au cobaye A 30, 
qui présente une fiévre typique, aprés une incubation de quatre jours. 

Ces deux résultats ayant été positifs, il n’a plus été fait de prélévement 
de puces, dans le but de rechercher la durée de conservation du virus chez 
la puce. Mais il a fallu changer encore une fois la souris-héte, celle-ci ayant 
une fois de plus succombé en raison de la difficulté d’alimentation par suite 
de l’abrasion des incisives. 

Le 1¢r juillet, la souris est sacrifiée, aprés prélévement d’une quatri¢me 
puce (la cinqui¢me puce n’a pas été retrouvée). Le cerveau de la souris est 
inoculé au cobaye 9 C95 avec un résultat négatif (malgré qu’elle ait servi 
d’héte depuis un peu plus d’une semaine enyiron). La puce est broyée et 
inoculée au cobaye o& C96 qui réagit dés le troisitme jour par une fiévre 
typique. La souris sur laquelle cette puce s’était infectée étant déja morte 
le 4 juin, infection de la puce remonte donc 4 vingt-neuf jours au moins et 
a trente et un jours au plus, sans que cette expérience puisse servir a déter- 
miner la durée limite maxima de l’infection de la puce. 


Mais comment la puce transmet-elle le virus? Si Vidée de 
transmission par piqtire semble au premier abord plus logique, 
elle n’est pas démontrée par l'expérience précédente, et elle ne 
satisfait pas non plus entitrement l'esprit. 

Dés le début de nos expériences, nous étions en effet frappé 
par opposition existant entre la trés grande fréquence de 
Vinfection du rat comme de la puce, contrastant avec la rareté 
relative des cas humains. Il est vrai, et ceci joue un réle cer- 
tain, que dans les conditions normales les puces du rat piquent 
peu l’homme. L’histoire, si bien connue, de la peste nous 
montre qu’il faut que l’endémie pesteuse murine ait déja 
entrainé une certaine mortalité pour que les puces fuient le 
rat et se réfugient sur l!homme. Or ce n’est pas le cas de 
Vendémie exanthématique murine, ou, la maladie du rat étant 
bénigne et n’entrainant pas de mortalité, les puces ne sont 
point tentées de quitter leur héte habituel. 

Il faut noter aussi, comme dans l’expérience XX rapportée 
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ci-dessus, que les puces viruleates n’ont pas paru pouvoir 
infecter les souris privées de leurs incisives. D’autre part, 
nous avions constaté depuis longtemps la virulence élevée des 
matiéres fécales de la puce. 


Expérience XXI. — Le 18 avril, 5 puces ont été récoltées sur 3 rats 
d’Athénes. Le 19 avril, aprés vingl-quatre heures de jetine, om essaie de leur 
faire piquer le cobaye C9 (ayant servi 4 d’autres expériences, et resté 
négatif), les puces étant enfermées dans un tube a essai maintenu sur la 
peau épilée du cobaye. Aprés quelques essais infructueux on réussit a gorger 
les puces en opérant a l’étuve 4 28°. Les puces sont alors placées dans des 
tubes & hémolyse, bouchés au coton, et maintenus a la température de 28°. 
Au bout de deux heures on constate sur la paroi du tube des traces évidentes 
de déjections, qri sont recueillies avec un couteay a calaracle, émulsion- 
nées dans un peu d’eau physiologique au creux d’un verre de montre sté- 
rile et inoculées par voie intrapéritonéale au cobaye o C 16: celui-ci déve- 
loppe aprés une incubation de cing jours un typhus typique. 

Le cobaye C9 a servi une fois encore a nourrir les puces: il n’a pas pré- 
senté par la suite de température pendant vingt-huit jours d’observation; 
toutefois, le fait qwil avait auparavant servi 4 une aulre expérience, bien 
qu’avec un résultat négatif, ne permet pas d’en tirer une conclusion absolue, 
car il a succombé le 2 juin 4 une affection intercurrente sans que son état 
d’immunité ait élé éprouvé. 

® 

Enfin, une constatation faite pour le typhus mexicain par 
Mooser et Castafieda (loc. cit.), dont nous avions entre temps 
recu le travail, et que confirmaient bient6t nos propres consta- 
tations, retenait notre attention : chez Ja puce infectée, 
étudiée par la méthode histologique, on retrouve bien des 
rickettsia, et en grande abondance, dans les tubes de Malpighi 
et dans l'intestin sous la membrane péritrophique, mais jamais 
dans les glandes salivaires. I] faut done penser que la piqire 
de la puce ne doit pas étre, par elle-méme, infectante, el que 
l'infection doit prendre place par quelque mécanisme indirect, 
telles que lésions de grattage chez homme, ou bien, chez le 
rat, soit par jes excorialions de la peau, soit par l’ingestien 
des puces capturées. 

Dyer, Ceder, Workman, Rumreich et Badger (1) ont montré 
que lon pouvait aisément infecter le cobaye par frottis, sur 
peau rasée et scarifiée, de puces écrasées ou de déjections de 


puces infectées. Nous n’avons pas répété leurs expériences, 


(1). Dyzr, Ceper, Workman. Romezica et Bavcer. U. S. Publ. Health Rep., 47, 
1932, p. 134. 
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mais nous avons voulu voir si le rat élait capable de s’infecter 
en pourchassant ses puces et en mangeant ses puces capturées, 
la pénétration en virus pouvant avoir lieu en ce cas soit par 
les Iésions gingivales & peu prés constantes chez le rat, soit 
par passage & travers la muqueuse digestive : 

Expérience XXII. — Le 27 avril 1932, on badigeonne largement les gencives 
du ral blanc A354, maintenu isolé dans un bocal en verre, avec ]’émulsion 
cérébrale du cobaye C 40 (seizitme passage de la souche A). Méme traite- 
ment le 28 et le 29 avril avec le reste du cerveau conservé 4 la glacitre. Le 
4 mai, le rat présente une élévation de température a 39°7. Il est sacrifié, et 


sur cerveau inoculé au cobaye of C58, qui développe par la suite un typhus 
typique. 


Nous avons succinclement relaté ces expériences, dans les 
termes suivants, au Congrés de Marseille (septembre 1932) - 

« ... 2° des puces neuves placées sur un animal (rat ou 
cobaye) en période fébrile sont réguligrement infectées & 
partir du sepliéme jour. Une fois infectées les puces restent. 
tres longlemps virulentes (au moins vingt-neuf jours) : leur 
vitalité ne semble pas, affectée par l’infection bien que Je virus 


subisse a l'intérieur de lorganisme de la puce une énorme— 


multiplication ; 3° les matiéres fécales de la puce infectée sont 
certainement trés virulentes ; il n’est pas prouvé que la piqtire 
de la puce soit infectante; 4° il est facile d’infecter le rat em 
déposant du virus sur ses gencives; il est possible que dans Ia 
nature |’animal s’infecte en pourchassant ses puces, et que Ja 
contamination de l'homme se fasse & la faveur de lésions de 
erattage ». 

Par la suite, Nicolle, Laigret et Giroud (1) ont confirmé ces 
conslatations en montrant qu’il était possible d’infecter des 
rats en les nourrissant avec des cerveaux de cobayes infectés. 
Ils attribuent ainsi, pour les passages naturels du virus, un 
role important au « canibalisme » des muridés. 

Plus récemment, Marcandier et Pirot (2) ont montré que 
l'urine des rats sauvages, aussi bien que celle des rats et 
cobayes inoculés et que celle de l’homme malade, est virulente 
pendant la période fébrile de la maladie, spontanée ou pro- 
voquée. 


(1) Nicocie, Latcret et Grroup. C. R. de lV’ Acad. des Sc., 193, 1933, p. 225. 
(2) MarcanoieR et Prrot. Bull. de la Sov. de Pathol. exotique, 26, 1933, p. 349. 
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Cette constalation, de la plus haute importance, serait sus- 
ceptible, en certains cas, d’expliquer la contagion animale et 
humaine, par souillure directe (tégument excorié) ou indirecte 
(aliments). A la suite de la communication de ces auteurs nous 
avons, en deux essais isolés, cherché a reproduire leurs expé- 
riences : cette tentative a abouti 4 deux échecs, dont nous ne 
tirons aucune conclusion. 

il va sans dire qu’en dehors des puces, les autres parasites 
du rat, poux et acariens, jouent un rdéle trés probable dans la 
transmission du typhus du rat au rat. Nous avons eu I’occasion 
de constater et de vérifier l'infection contraclée par le pou du 
rat Polyplax spinulosum dont étaient spontanément parasités 
des rats blancs que nous infections avec diverses souches. Mais 
nous avons jugé inutile de refaire les expériences de transmis- 
sion de rat & rat par Polyplaz, faites tres complétement avee 
les virus mexicains par Mooser, Castafieda et Zinsser (1), de 
méme que nous n’avons fait aucune recherche sur les acariens, 
ces derniers pas plus que les poux du rat ne jouant de rdle 
vraisemblable dans la transmission du typhus du rat i homme, 
objet principal de nos essais sur les parasites des muridés. 


Conclusions. 


7° Le virus murin d’ Athénes est pathogéne pour Thomme, chez 
gui wl détermine une maladte ayant les caractéres cliniques du 
typhus bénin (maladie de Brill); le virus trouvé chez Vhomme 
malade présente les mémes caractéres que celui isolé a partir 
des rats; le typhus bénin, endémique en Asie Mineure et dans la 
péninsule balkanique, et le typhus nautique des navires de 
guerre revétent une origine commune aux mémes foyers dinfec- 
tion murine. 

9 Les puces et les pour (Polyplax spinulosum) trowvés sur 
les rats infectés du typhus murin sont constamment infectés du 
méme virus. Toutes les puces présentent une} égale aptitude a 
contracter l'infection, mais dans la pratique Xenopsylla cheopis, 
la plus fréquemment rencontrée et la plus constamment infectée, 


(1) Mooser, CastaXepa et Zinsser. Journ. Experim.™ Medic., 54, 1931, p. 568. 
Annales de U Institut Pasteur, t. LI, n° 3, 1933. | 24 
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joue vraisemblablement le rdle le plus important dans la trans- 
mission du virus du rat au rat et peut-étre du rat a& Chomme; 

3° Des puces neuves placées sur des rats infectés s'infectent en 
sept a neuf jours. Le virus subit a Vintérieur de lorganisme de 
la puce une énorme multiplication, sans parattre altérer la vita- 
lité de la puce. Des puces infectées, placées sur des rats neufs, 
infectent ces derniers et sont capables de transmettre la maladte 
du rat au rat; 

4° Alors que les matiéres fécales de la puce infectée sont extré- 
mement virulentes, il est probable que la pigure de la puce 
n'est pas infectante.L’infection du rat, et peut-étre de homme, 
est réalisable a la faveur d’érosions cutanées, ow encore en 
déposant le virus a la surface de la muqueuse buccale. Il nous 
paratt probable que le rat, indépendamment de la transmission 
assurée par ses poux, s infecte en pourchassant ses puces ou lors 
de soutllures de la peau ou des muqueuses par les déjections des 
ses parasites, et que linfectionde Vhomme a leu a la faveur de 
lésions de grattage. Cependant la possibilité de contamination 
humaine par les votes digestives est a retenir en présence 
d’observations montrant linfectiosité des urines d animaux 
infectés (Marcandier et Pirot). 


TROISIEME PARTIE 


Le typhus murin et les autres fiévres exanthématiques. 


Il ressort surabondamment de ce qui précéde que les rats du 
bassin oriental de la Méditerranée, de méme que les rats des 
navires de guerre francais vraisemblablement contaminés a la 
méme source, sont porteurs d’un virus ayant les caractéres 
expérimentaux du typhus mexicain, et que l’on observe dans la 
population du Levant, comme a Toulon sur les navires infectés, 
un typhus bénin en évidente relation avec l’endémie murine. 

La question qu’impose cette constatation est la suivante : 
existe-t-il un rapport, immunologique ou étiologique, entre ce 
typhus bénin, endémique et d'origine murine, et le typhus 
exanthémalique, épidémique et transmis par les poux? 

L’étude de ce probléme se complique, en Grace, de la coexis- 
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tence de plusieurs affections appartenant au groupe des fiévres 
exanthématiques, situation comparable, somme toute, a celle 
qui régne dans les Etats méridionaux des Etats-Unis ou au 
Japon. 

Nous aurons donc a étudier d’abord les relations immunolo- 
giques qui pourraient unir les différentes fiévres exanthéma- 
tiques rencontrées en Gréce, puis den déduire les conséquences 
tant au point de vue systématique de l’origine de ces affections 
qu’au point de vue pratique de leur épidémiologie. 


RECHERCHE DE LIMMUNITE CROISER. 


Dés le début de nos recherches, nous avons eu en yue les 
relations existant entre les différentes affections du type exan- 
thématique coexistant dans le Proche-Orient, étude que nous 
avons abordée sur le terrain expérimental par la recherche de 
Vimmunité croisée. 

Les fievres exanthématiques sont représentées en Gréce par 
trois maladies distinctes : le typhus épidémique, la fievre bou- 
tonneuse et le typhus endémique, ou bénin. 

Le typhus exanthématique, typhus épidémique a poux, est 
connu depuis longtemps en Gréce, ot il a joué un réle impor- 
tant au cours de la grande guerre. Sa derniére apparition épi- 
démique date de l’année 1923 ot: il a gravement sévi parmi les 
rapatriés d’ Asie Mineure, mais il n’a pas complétement disparu 
depuis: chaque année on en diagnostique quelques cas pendant 
Vhiver. 

La fievre boutonneuse, transmise par la tique du chien R2pr- 
cephalus sanguineus, existe en Gréce depuis assez longtemps 
vraisemblablement; elle n’a été cependant reconnue qu’en 1930, 
par les médecins de Volo (Pirgialis, Pedaros, Caragiannopoulos 
et Valmasaki), et a fait depuis l’objet d'une étude expérimen- 
tale trés détaillée par Blanc et Caminopetros (1). Elle est assez 
répandue a Volo, au Pirée, 4 Athénes, et nombreux sont les cas 
que l'on a occasion d'observer au cours de belle saison. 

Le typhus endémique, typhus bénin d'origine murine, existe 
sans aucun doute, lui aussi, depuis longtemps en Gréce. Nous 


(1) Brane et Caminoparros. Arehk. de l'Institut Pasteur de Tunis, 20, 1932, p. 343. 
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avons montré sa présence el rattaché le typhus bénin européen 
a Vinfection endémique des rats du continent. 

Au cours de ces expériences sur l’immunité croisée aux diffé- 
rentes maladies exanthématiques rencontrées en Gréce, expé- 
riences échelonnées sans interruption sur plus d’un an, nous 
avons mis en présence un certain nombre de souches qui cor- 
respondent aux diverses variétés de ces virus : typhus exanthé- 
matique a poux, typhus endémique, typhus murin, typhus 
nautique, virus des puces, virus des tiques (fiévre bouton- 
neuse). Ces expériences ont été complétées par des recherches 
sérologiques portant. sur la réaction de Weil-Felix et sur le 
pouvoir neutralisant des malades vis-A-vis des différentes 
souches. 

Les souches qui ont été mises en présence ont été : 

4° Pour le typhus exanthématique (typhus épidémique) la 
souche africaine que nous devons 4 l’obligeance du professeur 
Nicolle. C’est une souche d’origine tunisienne, provenant de 
typhus & poux, conservée par passages sur le cobaye. Nous 
avons recu cette souche a son trois cent vingt-troisiéme passage 
au mois de février 1932. 

C’est 4 dessein que nous n’avons pas employé pour nos expé- 
riences, au début tout au moins, de souche de typhus épidé- 
mique d’origine balkanique; agir autrement efit impliqué un 
postulat : la certitude d’une absence de tout « métissage » des 
virus, garantissant que le virus isolé était bien le virus épidé- 
mique. Aussi, avons-nous préféré une souche éprouvée de 
longue date, originaire de Tunis ot il semble bien que le typhus 
n’ait jamais été rencontré que sous forme épidémique. Nous 
verrons plus loin, & propos d’une épidémie de typhus récem- 
ment observée en Macédoine, que cette précaution était légi- 
time ; 

2° Pour le /yphus endémique, 2 souches isolées par nous a 
Athénes, 8 partir de cas humain de typhus bénin, les souches 
Mo..., et Chri... Cest cette derniére qui a servi & presque 
toutes les expériences d’immunité croisée comportant une 
souche humaine aulochtone. Nous avons vu plus haut son his- 
toire ; 

3° Pour le typhus murin, objet fondamental de nos recherches, 
les souches isolées et essayées ont été plus nombreuses. 
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Nous avons, comme nous l’avons exposé plus haut, procédé a 
la récolte de rats dans différents quarliers d’Athénes et du 
Pirée, que, pour des raisons d’ordre local et administratif, nous 
avons désignés par des lettres conventionnelles. C’est ainsi que 
nous avons isolé & Athénes les souches A, C, D, F, G, H, E, et 
au Pirée les souches PA, PB, PD. 

Rappelons que la majorité de nos expériences a été exécutée 
avec notre souche murine athénienne A, gui a subi depuis son 
isolement des passages ininterrompus sur le cobaye, et dont 
nous avons rapporté ci-dessus l'étude détaillée. 

A partir des puces récoltées sur les rats, nous avons isolé 
quelques souches dont une seule, la souche AX, a subi pendant 
quelque temps des passages réguliers sur le cobaye. 

Il ne nous a pas paru inutile de rechercher la présence du 
virus exanthématique murin en dehors de la Gréce, pour le 
comparer avec le virus athénien. Nous nous sommes adressé 
pour cela 4 des rals provenant de Syrie, plus spécialement de 
Beyrouth. Nous avons relaté ailleurs (1) les expériences qui ont 
abouti & l’isolement de deux souches syriennes, Beyrouth I et I. 

Enfin le passage 4 Phalére, en juin 1932, de l’escadre fran- 
caise en croisiére nous a permis d’isoler une souche de typhus 
nautique, notre souche J. B. Fg 


Expéinrence XXIII. — Nous devons A l’obligeance du D* Cristol, médecin en 
chef de la 1" escadre, et du Dt Grosso, médecin principal 4 bord du Jean- 
Bart, d’avoir pu nous procurer des rats capturés a bord des navires. Alors 
que l’inoculation aux cobayes des rats du cuirassé Lorraine (ou il n’a pas été 
observé de lyphus nautique) a donné des résultats négatifs, l'inoculation a 
deux cobayes males, C. 96 et C. 97, d’une émulsion cérébrale de 8 rats 
(1 rattus et 1 norvegicus) capturés 4 bord du cuirassé Jean-Bart, ot a précé- 
demment sévi le typhus murin parmi |’équipage (morbidité de 7,2 p. 1.000 en 
4927, d'aprés Marcandier et Bideau, loc. cit.), a donné un double résultat 
positif, et le cobaye C. 97 (fiévre le septi¢me jour, cedéme scrotal intense le 
huitiéme, sacrifié le neuvieme jour, lésions typiques) et a l’origine de notre 
souche J. B. [] est particulitrement instructif de noter qu’alors que nous 
avons fait ces recherches, aucun cas de typhus n’avait été observé depuis 
longtemps dans l’escadre. Mais peu de jours aprés, au moment du retour a 
Toulon, le typhus a fait une réapparition a bord du Jean-Bart précédemment 
infecté; le Lorraine est resté indemne. pried 

La souche J. B. s’est comportée entre nos mains exaclement comme nos 
autres souches murines 4a forte virulence. Elle a subi trente-huit passages: 
uniquement de cerveau 4 péritoine, sans faiblir le moins du monde. Elle 


(1) P. Iaipme. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 1072. 
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présentait dans son incubation chez le cobaye la méme réguiarité que la 
souche A. La réaction scrotale qu'elle déterminait, trés intense aux premiers 
passages, avait sensiblement diminué par la suite, et persistait, légére mais 
nefte, sans changement. Sur le rat, le lapin et le singe la souche J. B. ne dif- 
rait en rien d’autres souches murines virulentes. 


4° Nous avions & compter encore avec la févre boutonneuse. 
La difficulté expérimentale réside dams le choix de lanimal 
sensible a la maladie de Conor-Olmer. Celle-ei est transmissible 
au spermophile (Blane et Caminopetros), animal dont nous 
avons, par ailleurs, montré la susceptibilité au typhus exan- 
thématique. Mais alors que le typhus détermine chez le sper- 
mophile une infection apparente, parfois mortelle, la fiévre 
boutonneuse évolue chez lui, bien qu’entrainant une multiphi- 
cation trés appréciable du virus, sous forme parfaitement imap- 
parente, obligeant & avoir recours & l’inoculation & homme 
pour la déceler. La fic-vre boutonneuse est encore inoculable au 
cobaye, soit & partir du sang des malades (Troisier et Cattan, 
Marcandier et Pirot). Mais, dams ce cas, infection est tres 
inconstante, et généralement fugace. I] vaux mieux (Camino- 
petros) inoculer un cobaye avec le broyat de tiques Rhipice- 
phalus sanguineus mfectées : on réussit généralement a déter- 
miner chez le cobaye une infection fébrile et transmissible en 
série, d’autant plus intéressante qu’elle s’accompagne, chez le 
cobaye male, dune réaction scrotale notable, parfois trés 
intense. C'est cette dernitre méthode que nous avons employée 
au cours de nos expériences d’immunité croisée. 


Expérience XXIV. — Des tiques récollées en grand nombre 4a la fourriére 
sur des chiens d’Athénes et du Pirée, et conservées au laboratoire, consti- 
tuaient la réserve de virus. Lorsqu’on désirait faire un passage en vue d’une 
expérience, une quantité suffisante de tiques (200 4 500) était prélevée sur la 
réserve, les tiques passées au sublimé, a l’alcool et a Peau physiologique, 
broyées au mortier, et le broyat inoculé par voie intrapéritonéale & 3 cobayes. 
Le nombre des tiques choisies assurait de la virulence du produit, étant 
donnée la diffusion de Pinfection 4 Athénes et au Pirée. Les cobayes inoculés 
ont été constamment positifs dans la proportion dun animal ou 2’ sur 3. 
Quelques passages sur cobayes, effectués avee le cerveau ou la vaginale des. 
animaux infectés, servaient a vérifier d’abord absence dinfection associée, 
puis a réaliser les expériences. Au premier passage, l’incubation de Ja 
maladie du cobaye est de quatre 4 cing jours. Puis survient une période 
fébrile, accompagnée chez le male d’une orchite avec pétéchies noiratres sur 
la peau du scrotum; la fi¢vre dure quatre 4 six jours; il n’y a jamais de 
mortalité. Le cerveau est virulent pendant la période fébrile, mais beaucoup. 


vt 
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moins que les produits de raclage de la vaginale. Il n'y a pas avantage a 
entretenir le virus par passages réguliers sur le cobaye. la virulence ayant 
tendance a s’atténuer spontanément, et les passages s'interrompant au bout 
de peu de temps. 


Toutes les souches énumérées ci-dessus ont été éprouvées 
les unes contre les autres par les inoculations au cobaye. Les 
résultats obtenus nous conduisent & classer ceux-ci en plu- 
sieurs groupes : 

1. Immunité croisée entre les différentes souches murines; 

2. Immunité croisée entre les souches murines et le typhus 
exanthématique épidémique ; 

3. Rapports du typhus endémique aux typhus épidémique 
el murin; 

4. Immunité croisée entre la fiévre boutonneuse et les 
typhus. 


Nous allons maintenant les analyser. 


I. Les virus provenant de Vencéphale des rats d’Athénes, 
du Pirée, de Beyrouth, des navires de guerre, de méme que les 
virus isolés & partir des puces des rats, présentent des carac- 
teres d’identité évidents et immunisent les uns contre les 
autres. Un cobaye ayant réagi 4 une souche murine est norma- 
lement réfractaire & l’inoculation de toutes les autres souches. 
C’est la une régle générale, quoique non absolue, car elle com- 
porte des exceptions apparentes. 

Nous avons observé une premiétre exeeption, d’apparence 
paradoxale, en éprouvant un cobaye au deuxiéme passage de 
la souche Beyrouth II, avec notre souche murine A, quatorze 
jours aprés la premiére réaction fébrile. Dans ces conditions, 
ot normalement lanimal eit di faire preuve d’une immunité 
absolue, inoculation d’épreuve fut suivie d’une réaction ther- 
mique typique. Peu aprés, nous avons observé des faits ana- 
logues en comparant quelques souches du Pirée et d’Athénes. 


Expkérigence XXV. — Le cobaye male B. 15, deuxiéme passage de la souche F, 
a été inoculé le 9 janvier 1932 et réagi a partir du 15 janvier par une fiévre 
éyoluant pendant cing jours, avec cedéme scrotal, mais sans dépasser la 
température de 40°4. Le 18 mars, soit cinquante-huit jours apres la deuxiéme 
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inoculation, il est inoculé avec une émulsion cérébrale du cobaye C. 10 
(onziéme passage de la souche A). Alors que 7 autres cobayes, ayant précé- 
demment réagi au typhus murin ou épidémique, ne réagissent pas a l'ino- 
culation d’épreuve, le cobaye B. 15 présente le douziéme jour une réaction 
thermique trés nette, typique, durant six jours. 

Les passages de la souche F avaient été abandonnés dés le cirquiéme pas- 
sage en raison de la virulence de cette souche manifestement inférieure a 
celle des autres souches dont les passages ont été poursuivis (A et C), 


I] nous a semblé alors (1) que ces résultats s'expliquaient par 
une tendance a l’individualisation spécifique des souches d'une 
méme région, comme cela se voit, par exemple, dans les spiro- 
chétoses. Des observations plus prolongées montrent que cette 
conception ne doit pas étre retenue. En continuant les pas- 
sages des souches ayant donné les résultats paradoxaux, nous 
avons bientOt remarqué une diminution progressive de la viru- 
lence de la souche pour le cobaye, attestée par une période 
d’incubation de plus en plus longue, suivie d’une période fébrile 
de plus en plus courle. Enfin, en reprenant les animaux qui 
avaient réagi une premiére fois 4 ces souches, et les réino- 
culant avec la méme souche, nous avons constaté dans quelques 
cas, chez les cobayes, un état réfractaire tres faible ou méme 
absent, comme s’il s’était agi de |’inoculation d'une souche 
différente. 

En réalilé, /es souches du typhus murin doivent étre classées 
en deux groupes : souches virulentes, & fort pouvoir antigéne, 
el souches peu virulentes, & faible pouvoir antigéne. Dans le 
premier groupe se trouvent, par exemple, nos souches A, AX, 
C, E, Beyrouth I, et J. B. Ces souches, d’origines tras diffé- 
rentes (quoique toutes méditerranéennes), peuvent différer 
entre elles par certains caractéres (plus ou moins de constance 
de la réaction scrotale) : elles ont toutes en commun la régu- 
larité de lincubation chez le cobaye, l'allure de l’élévation 
thermique, franche et de longue durée, le taux élevé de la 
virulence du cerveau, et surtout le fait qu’elles déterminent 
les unes contre les autres, ou contre le virus épidémique, une 
immunité conslante et durable. Dans le deuxiéme groupe du 
typhus murin (nos souches F, PB, Beyrouth II par exemple) se 
trouvent des souches qui peuvent, en apparence, différer peu 


(1) P. Léprne. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 1244. 
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des souches précédentes qui, cependant, frappent parfois par 
linégale période d'incubation, la courbe thermique moins 
réguliére, la virulence cérébrale moins constante chez le 
cobaye, mais qui ont pour caractére principal de ne laisser 
aprés elles qu’une immunité faible, d apparition plus tardive 
et de bien moindre durée que les autres souches. Ce n’est pas 
a une tendance a la différenciation spécifique, mais bien au 
faible pouvoir antigéne des souches qu il faut attribuer les 
résultats paradoxaux que nous avons relatés (/oc. cit.) dens 
quelques expériences d’immunité croisée. Quelle que soit son 
origine, une souche murine immunise contre toutes les souches 
murines, dans la mesure ot elle immunise contre son propre 
vIrUus. 

Dans toutes les expériences que nous rapporterons ci-dessous, 
lexpression « virus murin », « souche murine », désignera, 
bien entendu, l’une quelconque de nos souches fortement anti- 
genes, et les conclusions ne seront implicitement valables que 
pour celles-ci, les seules, du reste, dont nous ayons sys!émati- 
quement poursuivi l'étude. 

Il. Dans ces conditions, comment se comportent respecti- 
vement le virus murin d’une part, el le virus épidémique 
(souche Nicolle) d’autre part? La détermination de ce fait 
fondamental a entrainé de multiples expériences et |’épreuve 
d'un trés grand nombre d'animaux. 

Si Ton inocule le virus murin 4 un cobaye ayant réagi typi- 
quement au typhus épidémigue, ou réciproqguement, on 
remarque que tous les animaux d'un méme lot ne réagissent 
pas de la méme maniére & l’inoculation d’épreuve. 7ros éven- 
tualités sont a considérer, que nous allons illustrer avec trois 
exemples qui, pour étre comparables, sont choisis parmi un 
nombre de cobayes dépassant la centaine, entre ceux ayant été 
éprouvés par le virus épidémique (souche Nicolle) aprés une 
premiére inoculation de virus murin (souche A) : 

a) L’animal présente un état réfractaire absolu : pendant les 
vingt-cing ou trente jours d’observation consécutifs, sa tempé- 
rature n’atteint jamais 40’, seuil de la réaction fébrile, rien ne 
traduit sur sa courbe thermique |’inoculation d’épreuve qu’il a 
subie. 
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Expéamnce XXVI. — Le cobaye Q C. 41, qui nous a servi le 8 avril 1982 
a « doubler » le seizitme passage de notre souche A (c’est-a-dire qu’en 
méme temps que le male qui servait toujours au passage régulier de la 
souche, nous inoculions un deuxiéme cobaye, de sexe indifiérent, a titre de 
sécurité en cas d’accident survenant au premier cobaye; l’inobservance de 
cette précaution nous a valu la perte de notre souche, aprés seize mois de 
passages réguliers et sans défaillance), a réagi 4 cette inoculation par une 
fiévre typique du huititme au quinzitme jour; cent soixante-huit jours 
aprés cette premiére inoculation, épreuve par inoculation intrapéritonéale du 
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Fie. 13. — Immunité absolue. Cobaye femelle C 41, inoculé une premiére 
fois avec le virus murin A, et éprouvée ultérieurement avec le virus épidé- 
mique, souche Nicolle. L’animal fait preuve d’une immunité absolue, sa 
température n’atteint pas 40° pendant les vingt-cinq jours consécutifs. 
Crest le cas le plus généralement rencontré (50 p. 100). H s’est pourtant 
écoulé prés de six mois entre les deux infections. 


trois cent cinquante-sixitme passage de la souche Nicolle : aucune réac- 
tion thermique pendant les vingt-cing jours d’observation (fig. 13). 


6) Ou bien le cobaye présente une réaction que nous appe- 
lons « réaction atténuée » : c’est-a-dire que dans les délais de 
Vincubation normale ie le septiéme et le treizitme jour) & 
lune seule des prises biquotidiennes de la température, la 
courbe thermique atteint ou dépasse 40° de 1 & 3 dixiémes. Cette 
légére ondulation passerait inapereue sans une observation 
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soigneuse, et ne s’'accompagne d’aucune autre manifestation : 
ily a notamment absence compléte de tout degré de réaction 
testiculaire chez les cobayes éprouvés avee une souche murine. 


Expérience XXVII. — Le cobaye male B. 49, utilisé comme témoin d’une 
expérience, a réagi du huititme au quinziéme jour par une fiévre typique 
avec eedéme testiculaire. Le 3% mars 1932, trente-quatre jours aprés, il est 
inoculé avec le trois cent vingt-cinquitme passage de la souche Nicolle. Le 
dixiéme jour aprés cette intervention, la température, qui était normale la 
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Fic. 14. — Réaction atténuée. Cobaye male B 49. Mémes virus de primo- 
inoculation et d’épreuve. Le dixiéme jour de l’épreuve, la température de 
Vanimal atteint 40°2; le soir, elle est déja retombée aA 3997. Cette éventua- 
lité est assez fréquente ‘40 p. 100 des cas). Lorsque Vinoculation d’épreuve 
a été faite avec un virus murin, on nobserve jamais de réaction scrotale. 


veille, atteint 40°2 le matin, pour retomber 4 39°7 le soir: apyrexie compléte 
les jours suivants. C’est 14 le type méme de la réaction atténuée, observée 
dans 40 p. 100 des cas (fig. 14). 


c) On bien, derniére éventualité, le cobaye éprouvé peut, 
beaucoup plus rarement, présenter un véritable crochet ther- 
mique, en clocher, d'une durée de vingt-quatre & quarante-huit 
heures, altteignant méme 41°, et pouvant s’accompagner dune 
réaction scrotale légére et fugace. Une telle réaction, pour 
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abortive qu'elle soil, est certainement positive, et nous l’avons 

cataloguée comme telle. Elle traduit cependant encore un cer- 
tain deer d'immunité, car nous n’avons jamais observé de 
cohen as réinoculés avec une variété hétérologue de typhus 
(typhus épidémique pour le typhus murin et vice versa) qui 
aient présenté une courbe thermique de loin comparable a 
celle des iémoins infectés simultanément. 


Exréntence XXVIII. — Au deuxitme passage de la souche A, le cobaye 
male A. 89 a réagi du huititme au quinziéme jour par une fiévre élevée avec 
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Fic. 15. — Réaction abortive. Cobaye male A 89. Mémes virus de primo- 
inoculation et d’épreuve. Le onziéme jour de l’épreuve, la température 
atteint 40°8 et 4192. Mais lensemble de la réaction ne dépasse pas vingt- 
quatre heures, contre une période fébrile de neuf jours lors de la premiére 
inoculation (virus A), et une période fébrile de onze jours chez le témoin 
de l'infection d’épreuve (virus Nicolle). Cette éventualité est la moins fré- 
quente (10 p. 100). Elle est le fait, non du virus, mais de l’animal. I] est a 
noter que, dans ce cas, le délai entre les deux infections avait pourtant été 


beaucoup plus court que dans les deux autres exemples cités ci-dessus : 
le temps ne fait rien a l’affaire. 


réaction testiculaire intense ; cinquante-sept jours apres cette premiére ino- 
culation, il est éprouvé avec le trois cent vingt-quatritme passage de la 
souche Nicolle; température normale les dix premiers jours; le dixiéme 
jour : 40°8 et 4192; le douziéme jour : 40°1 et 39°96; apyrexie les jours sui- 
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vants (fig. 15). Cet accés fébrile dessine un véritable clocher, mais la réac- 
tion tout entiére n'a pas dépassé vingt-quatre heures. 

La réaction fébrile ainsi déterminée n’est jamais qu’un accés, quel que soit 
le degré de l’ascension thermique; tout rentre dans l’ordre en quarante- 
huit heures au maximum. Voici, par exemple, une autre réaction du méme 
type, la plus longue que nous ayons observée : 


ExpERIENCE XXIX. — Le cobaye male B. 32 a réagi, par une fiévre durant * 
six jours et un fort cedéme scrotal, au quatri¢me passage de notre souche A; 
cinquante et un jours aprés, le 23 février, il est inoculé avec le-trois cent 
vingt-quatriéme passage de la souche Nicolle, il reste apyrétique (maximum 
39°8) pendant huit jours; le neuviéme jour, 40°9 le matin, 4194 le soir; 
dixiéme jour, 40°3 le matin et le soir; onziéme jour, 39°7 ; apyrexie les vingt 
jours consécutifs. 


Quelle est la proportion respective de ces différents modvs 
de réaction? Nous avons, avec un intervalle entre les inocula- 
tions allant jusqu’a trois cents jours (délai maximum actuel de 
nos observations), réinoculé 40 cobayes avec une souche hété- 
rologue : 20 (soit 50 p. 100) ont fait preuve d’une immunilé 
absolue ; 16 (soit 40 p. 100) ont présenté l'état réfractaire relatif 
attesté par la « réaction atténuée », et chez & (soit 10 p. 100) 
Vinoculation d’épreuve a été suivie d’une réaction abortive. 

Comment interpréter ces résultats? 

a) Contrairement 4 ce que nous avions supposé tout d’abord, 
la proportion d’animaux présentant une immunité relative ou 
faible n’augmente pas avec l’intervalle laissé entre les épreuves 
(au moins dans les délais observés). Ainsi 15 cobayes éprouvés 
avant le soixante-cinquiéme jour nous ont donné : immunité 
absolue, 7 (64,6 p. 100); réaction atténuée, 5 (33,3 p. 100): 
formes abortives, 3 (20 p. 100); et les 22 cobayes éprouvés 
aprés le cent cinquantitme jour : immunité absolue, 41 
(50 p. 100), réaction atténuée, 10 (45,4 p. 100); infection abor- 
tive, 1 (4,5 p. 100). 

Il ne s’agit donc pas d'une immunité fléchissant avec le 
temps, tout au moins dans les conditions de l’expérience (trois 
cents jours). 

6) Dans les mémes conditions, nous avons pratiqué des 
épreuves de réinoculation homologue (c’est-a-dire avec une 
souche murine, identique ou différente, chez les cobayes 
éprouvés tout d’abord avec le virus murin, et dans quelques 
cas avec le virus Nicolle chez les cobayes ayant;subi une pre- 
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miére atteinte du méme virus). Sur 15 cobayes ainsi réino- 
culés entre le vingt et uniéme et le cent dix-septiéme jour, 
nous avons observé : immunité absolue, 8 fois; réaction 
alténuée, 6 fois; réaction abortive, 1 fois. Les chiffres sont 
absolument comparables. 

ll ne s’agit done pas d’une différence spécifique entre les 
virus. 

c) Enfin, nous avons recherché l'état dimmunité, au bout 
d'un délai prolongé, des animaux déja éprouvés une premiére 
fois peu de temps apres avoir réagi. En voici un exemple 
4 cobayes ont réagi & une inoculation de typhus (2 au typhus 
murin, 1 au typhus endémique, souche humaine, 1 au typhus 
épidémique, souche Nicoile). Entre le seiziéme et le trente- 
cinquiéme jour ils ont été éprouvés avec une souche hétéro-: 
logue et trouvés immuns; réinoculés le deux cent vingt-sep- 
tiéme, deux cent vingt-huitiéme, deux cent trente-neuviéme et 
deux cent cinquante-deuxitme jour respectivement, ils pré- 
sentent tous, c’est-a-dire dans la proportion de 100 p. 100, un 
état dimmunité absolue. Des observations analogues faites sur 
des cobayes éprouvés & de moins grands intervalles (cent cin- 
quiéme au cent soixante-dix-huitiéme jour aprés la premiére 
réaction) confirment ce résultat en montrant qu’une inocula- 
tion d’épreuve pratiquée sur un animal récemment immunisé, 
non suivie de réaction, renforce considérablement, et pour une 
période prolongée, l'état d’immunilé de cet animal vis-a-vis de 
toutes les souches du typhus exanthématique, quelle que soit 
leur origine (1). 

Il en est de méme si la premiére réaction a été suivie d'une 
réaction atténuée ou abortive. 


ExpérienceE XXX. — Cette expérience a été pratiquée en réinoculant, le 
13 octobre 1932, avec le trois cent cinquante-sixitme passage de la souche 
Nicolle, 6 cobayes primitivement inoculés avec des souches murines et 
endémiques, et qui avaient répondu plus tard a une inoculation du virus 
murin, souche A, par une réaction abortive (1 cas) ou atténuée (5 cas). Ce 
sont les cobayes : B89, (deux cent quarante et uniéme jour de la pre- 
miére inoculation, virus des puces du Pirée, éprouvé au bout de quarante- 
huit jours, avec réaction abortive), et : D79, 9 (deux cent vingt-huitiéme jour, 
virus Chri...), C41, Q (cent soixante-dix-huitiéme jour, souche C), C53, ¢, 
cent soixante-neuviéme jour, Beyrouth 41), C74, ot (cent cinquante-deuxiéme 


(1) P. Léprne. C. R. de la Soc. de Biol., 444, 1932, p. 934. 
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jour, Beyrouth 1), C82, o (cent quarante-septiéme jour, souche C), ayant 
réagi a une premiére épreuve avec la souche A, entre le trente-cinquiéme et 
le soixante-seizi¢me jour par une réaction atténuée. 

Aucun des 6 cobayes ne présente de réaction A la suite de l'inoculation 
de la souche Nicolle, hétérologue. [Il y a donc-eu immunité absolue dans 
100 p. 100 des cas au deuxiéme essai de ces animaux. 


De ces constatations il résulte que si, au cours des expé- 
riences d’immunité croisée entre le typhus murin et le typhus 
épidémique, il arrive que quelques cobayes ne présentent qu’un 
état réfractaire incomplet; le fait doit étre simplement attribué, 
non a une différence spécifique des souches entrant en jeu, 
mais bien aux variations individuelles el a l'inégale aptitude 
des animaux a réaliser leur immunité. 

Ein derniére analyse, nos expériences ne font appuraitre, ni 
dans le degré, ni dans la durée de Timmunité, soit homologue, 
sout hétérologue, chez le cobaye, aucune différence sailiante entre 
le virus épidémigue et le virus murin du typhus. 

Il. Ce qui précéde nous permettra d’étre bref en ce qui 
concerne les rapports immunologiques du typhus endémique 
au typhus épidémique et murin. Nos souches humaines, athé- 
niennes, provenant de cas de typhus endémique, immunisent 
le cobaye & la fois contre la souche Nicolle (typhus épidé- 
mique) et contre nos souches murines, et, réciproquement, 
des cobayes ayant subi une atteinte de lune ou de l’autre de 
ces souches sont réfractaires au typhus endémique dans les 
mémes conditions et la méme proportion que dans les expé- 
riences rapportées ci-dessus. 

IV. A plus forte raison ne peut-on faire apparaitre de diffé- 
rences immunologiques entre les souches murines ou ana- 
logues suivant leur provenance; Je virus des puces a pour 
origine celui des rats; trop de communications existent entre 
la Gréce et |’Asie Mineure pour que le virus d Athénes ne soit 
pas, comme nous l’avons déja montré ailleurs (1), identique & 
celui de Beyrouth; et quant & celui des navires de guerre, 
nous avons vu que les auteurs toulonnais attribuent a des croi- 
siéres dans le Levant, et en particulier 4 Vaide donnée aux 
populations lors de l’évacuation de Smyrne pendant la guerre 
gréco-lurque, l’origine de Vinfection des navires de guerre. 


(1) P. Lérine. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 1072. 
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Il en résulte, & un point de vue plus général, que les expé- 
riences d’immunilé croisée sur le cobaye sont impuissantes a 
nous donner un renseignement quelconque sur!’origine, murine 
ou épidémique, d'un cas de typhus humain. Seuls les autres 
caractéres, propres au virus, tel le pouvoir palhogéne pour le 
rat ou l’adaptation expérimentale au pou, de méme que les 
circonstances épidémiologiques, pourront peut-étre, dans un 
cas concrel, nous fournir les renseignements que nous cher- 
chons, 

V. Par contre, la question des rapports entre les typhus et 
la fievre boutonneuse est beaucoup plus aisément ¢tudiée par 
les expériences d’'immunité croisée sur le cobaye. Rappelons 
tout d'abord que les expériences d’immunité croisée sur le 
singe avaient permis 4 Burnet, Durand et Olmer (4) de nette- 
ment séparer les deux affections. 

Les cobayes ayant récemment réagi a la fitvre boutonneuse 
(virus des tiques) présentent, pendant peu de temps, une 
immunité relative au typhus exanthématique. Inoculés avec une 
souche murine ou épidémique ils contractent la maladie, mais 
souvent présentent une période fébrile moins accusée et de 
plus courte durée que les témoins. Il en est de méme, plus 
fréquemment et & un plus fort degré, chez les cobayes ayant 
réagi récemment au typhus exanthématique ou ayant été, par 
des inoculations répétées, fortement immunisés contre ce 
virus : ils réagissent faiblement, ou ne réagissent pas du tout, 
lorsqu’ils sont inoculés avee le virus des ripicéphales. 


Expérience XXXI. — Le 2 décembre 1932, on sacrifie le cobaye <4 D6, 
quatriéme passage d’une souche ayant pour origine le broyat 446 liques pré- 
levées a la fourriére (Athénes et le Pirée’, au huiti¢éme jour de l'inoculation, 
troisiéme jour de la fiévre avec orchite. Son cerveau sert a inoculer : 

a) 2 cobayes neufs 9 Di4et oD 45, qui réagissent du douziéme jour au 
seizi¢me jour par une fiévre (maximum 40°3 et 40°5) avec orchite chez le male. 

6) 6 cobayes solidement immuns au typhus exanthématique murin et épidé- 
mique : of C53 (virus murin puis virus épidémique) fiévre (40°1 et 42°) sans 
réaction scrotale, du treizitme au dix-septiéme jour; ot C88 (2 inoculations 
de virus murin) fiévre irréguliére du treizitme ou dix-seplime jour, sans 
orchite; go‘ C 74 (virus murin puis virus épidémique), fiévre le douziéme jour 
(40°) et le dix-septiéme jour (40°2); oC 78 (virus endémique puis virus murin), 
40° le dix-seplitme jour; 9 B99 (virus endémique, puis virus épidé- 


(1) E, Burnet, P. Durano et D. Otmer. C. R. de l’Acad. dey Se., 4187, 1928, 
p- 4470. 


yl 
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mique), 40° matin et soir le treizitme jour; s C82 (2 inoculations de virus 
épidémique), fiévre (40°) le dix-huiti¢me et le dix-neuviéme jour. 

Pour tous ces cobayes éprouvés deux fois avec le typhus, la deuxitme 


inoculation avait eu lien cinquante, cinquante-six et cinquante-quatre jours 
avant inoculation du virus des tiques. 


Mais, dans un cas comme dans |’autre, cetle immunité rela- 
tive est de courte durée; elle ne subsiste jamais au dela de 
quarante-cing & soixante jours et passé ce délai les cobayes 
ayant réagi & l'un des virus se comportent absolument comme 
des animaux neuls vis-a-vis de |’autre virus. 


Expérrence XXXII. — Le cobaye of C80 a réagi typiquement au vingetiéme 
passage de la souche A; cent quatre-vingt-trois jours aprés cette premiére 
inoculation, on lui inocule un virus de boutonneuse (cerveau du cobaye A 57 


> 


troisieme passage a partir de tiques); il réagit absolument comme les 
témoins (fi¢vre du huitiéme au quatorziéme jour, orchite). 


Ces expériences, dont nous avons donné par ailleurs (1) le 
résultat succinct, sont en opposition apparente avec des 
résultats publiés par Caminopetros et Contos, mais elles se 
trouvent pleinement confirmées par un travail récent de Mar- 
candier, Plazy et Pirot (2). Il faut y voir simplement un 
exemple de ce que Nicolle et Laigret (3), confirmant d’autre 
part nos observations touchant au renforcement de l’immunité 
anti-exanthématique vis-a-vis de toutes les souches par la réino- 
culation d’une souche quelconque, ont appelé trés justement 
« l’extension du pouvoir immunisant », en montrant ainsi 
que l'hyperimmunisation contre un virus peut étendre |'état 
d’immunisation de l’animal & des virus voisins nayant pas 
avec le premier une communauté d’antigénes préventifs, mais 
apparlenant au méme groupe générique. 


NEUTRALISATION DES VIRUS PAR LES SERUMS IMMUNS. 


Nous n’aurons pas & nous étendre longuement en ce qui con- 
cerne les résultats de nos expériences corollaires de neutrali- 


(1) P. Lépive, Mémoire (décembre 1932) pour le Livre jubilaire du professeur 
Cantacuzéne (a paraitre). 
(2) Mancanorer, Pazy et Prrot. Bull. de la Soc. de Pathol. exolique, 26, 1933, 
. 354, 
3 (3) Nicotte et Larcrer. C. R. de Acad. des Sc., 496, 1933, p. 587. 
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sation des virus pratiquée avec des sérums d’hommes ou de 
malades immuns. 

En effet, les expériences de neutralisation in uitro et im viwo 
que nous avons pu réaliser confirment les expériences d’immu- 
nité croisée sur l’animal. 

Elles montrent qu'il existe dans le sérum des individus et 
des animaux ayant été atteints de typhus un principe neutra- 
lisant Ie virus exanthématique isolé du cerveau des rats. 
d’Athénes, et, réciproquement, gue le sérum d’individus ayant 
contracté le typhus endémique, d’origine murine, neutralise le 
virus 6pidémique. Par contre, ce principe manque totalement 
dans le sérum humain normal, de méme que dans le sérum 
d’individus ayant été atteints de fievre boutonneuse. 

Au point de vue pratique, le sérum des sujets ayant guéri soit 
du typhus exanthématique a poux, soit du typhus endémique 
et bénin, renferme des anticorps neutralisant7n vitro et in vivo 
(dans ce dernier & condition d’étre injecté préventivement) 
n’importe quel virus du typhus, quelle que soit son origine. Il 
semble bien, cependant, que les anticorps soient en plus grande 
abondance dans le sérum des malades guéris du typhus & poux 
que chez ceux ayant réagi au typhus bénin. Mais un nombre 
trop limité d’expériences ne nous permet que de traduire une 
impression, sans éliminer la possibilité des variations indivi- 
duelles de l'état réfractaire. 

L’action des anticorps neutralisantsa été facilement démontrée 
par plusieurs séries de nos expériences. | 

Nous avons d’abord essayé le sérum d’individus ayant eu 
anciennement le typhus exanthématique (forme épidémique). 


Experience XXXIII. — Le 19 janvier 1932, on prépare une émulsion viru- 
lente du cerveau du cobaye B7 (troisiéme passage de notre souche murine A) 
sacrifié quinze jours apres l'inoculation, le septitme jour de lu fievre. Neu- 
tralisation : 1 volume d’émulsion cérébrale mélangé & 3 volumes de sérum 
essayé est placé 4 l’étuve & 37° pendant trente minutes, puis injecté a 
lanimal, par voie intrapéritonéale, 4 raison de 2 cent. cubes par animal. 

Les sérums essayés sont : pour les témoins un sérum normal de sujet 
nayant jamais eu le typhus, récemment arrivé en Gréce; pour les traités : 
un mélange du sérum de 4 sujets ayant eu le typhus exanthématique (forme 
épidémique). Résultats : 1° témoins : 3 cobayes sont inoculés. Le B39, o, 
présente, le sepliéme jour, une élévation de température (40°3) avee réaction 
scrotale typique. Le B38, 9, réagit de méme par une période fébrile typique 
du neuviéme au treizieme jour. Le B37, Q, présente, le neuviéme jour, un 
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crochet. thermique & 40°; éprouvé le 23 février 1932, il se montre immun et ne 
réagit pas; 2° traités : 3 cobayes. Le B41, ot, ne réagit pas pendant la durée 
de vingt-cing jours d’observation ; éprouvé le 23 février, il présente, 4 partir 
du huititme jour, une réaction typique. Le B42 meurt le lendemain de 
Pinjection. Le B40, 6, garde une température normale pendant. vingt-cing 
jours d’observation; cependant, éprouvé le 23 février, il se montre immun 
et ne réagit pas. 


Nous avons répété l’expérience dans des conditions un peu 
différentes, en utilisant cette fois le sérum de sujets ayant 6lé 
atteimts de typhus (forme endémique) depuis moins d’un an. 


Exréatexce XXXIV — Le 21 janvier 1932, on sacrifie fe cobaye © B 31, ino- 
culé le 43 janvier (quatriéme passage de notre souche A), qui présente depuis 
la veille une température élevée avec grosse réaction testiculaire (présence 
de rickettsia sur frottis). Des fragments de vaginale, broyés au mortier, 
servent démulsion virulente. Celle-ci est neutralisée pendant trente minutes 
4 37° avec un volume égal de sérum (sérum normal pour les témoins; pour 
les trailtés, sérum mélangé de deux sujels ayant présenté ily a quelques mois 
un typhus bénin). Les animaux sont inoculés par voie intrapéritonéale a la 
dose de 2 cent. cubes par animal. Ils recoivent, en outre, les trois jours 
suivants, 1 cent. cube de sérum par voie sous-cutanée. Résultats : témoin : 
4 cobaye, B 46, 9, réagit typiquement le onziéme jour; éprouvé le 23 février, 
il se montre immun. Traités : 2. cobayes. Le B47, oJ, présente, le treiziéme 
jour, un crochet 4 40°, sans autre réaction; éprouvé le 23 février, ilse montre 
immun. Le B 48, (4, ne réagit pas pendant vingt-cing jours d’observation; 


_éprouvé le 23 février, il présente du neuviéme au seizi¢me jour une réaction 


thermique typique. 


En résumé, alors que le sérum normal se montre dépourvu 
d’action protectrice, le sérum d’individus ayant eu le typhus 
exanthématique (forme épidémigue et forme endémique) pro- 
tége dans la moitié des cas le cobaye qui reste sensible & une 
réinoculation ultérieure, et dans l’autre moitié des cas réduit 
Vinoculation expérimentale, particuliérement sévére, & une 
infection inapparente mais vaccinante. 

Il en est exactement de méme si Jon utilise le sérum de 
cobayes ayant réagi au virus murin pour neutraliser le virus du 
typhus épidémique ou endémique. 

Nous avons ensuite essayé le pouvoir du sérum de sujets 
ayant été soumis dans les mois précédents & une inoculation de 
fievre boutonneuse expérimentale. La question présentait alors 
un certain intérét pratique du fait d’un travail de MM. L. Plazy, 
Germain et M. Plazy (1) ov ces auteurs, relatant les heureux 


(1) L. Prazy, Germain et M. Prazy. Bull.de UV Acad. de Méd., 407, 1932, p. 206. 


364 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


effets thérapeutiques de l'injection de sang total de convales- 
cent, paraissaient réunir la fi¢vre boutonneuse et le typhus 
exanthématique d’origine murine sous l’appellation unique de 
fiévre exanthématique, ce quiaurait été légitimé par les résultats 
obtenus. 

C’est pourquoi nous avons, avec J. Caminopetros (1), réalisé 
l’expérience suivante : 


Exptriencse XXXV. — Le 8 février 1932, on prépare une émulsion cérébrale 
virulente (du cobaye B.57, 6° passage de notre souche A). Celle-ci est addi- 
tionnée d'un volume égal de sérum, laissée 4 37° pendant trente minutes, puis 
inoculée A la dose de 4 cent. cube par voie intrapéritonéale aux animaux. Le 
sérum thérapeutique employé est un mélange des sérums de trois malades 
soumis a la pyrétothérapie par inoculation expérimentale de fiévre bouton- 
neuse (observations n°s 177; 188 et 320), qui ont présenté respectivement les 
6 et 9 mai et 23 juin 1931 une réaction fébrile typique et intense a la suite de 
leur inoculation (exanthéme typique, passage positif du sang). Les trois 
sérums ont été recueillis le 7 novembre 1931, soit au bout de cent quatre- 
vingt-deux, cent soixante-dix-neuf et cent trente-sept jours. Résultats : 
témoin (sérum normal) cobaye C. 837, réaction typique le huitiéme jour. 
Traités : 3 cobayes, qui! ont recu, en outre, pendant les quatre jours suivant 
Yinoculation, 2 cent. cubes de sérum sous-culané. Les cobayes males 
n°? C836, 835, 839 présentent tous, le méme jour que le témoin, une réaction 
typique et intense (température, réaction scrotale) qui persiste jusque vers 
le quatorziéme jour. 


Le sérum des malades guéris de fiévre boutonneuse n’a donc 
exercé aucune action protectrice. Ceci n’exclut pas, comme 
nous l’avons vu plus haut, la possibilité d’une « extension » 
occasionnelle, et probablement transitoire, du pouvoir immu- 
nisant, qui suffirait & expliquer des résultats thérapeutiques. 

Nous avons pratiqué, mais accessoirement seulement, la 
recherche de la réaction de Weil-Felix, en expériences non 
sériées, et généralement & titre de contrédle de l’infection de 
Vhomme et des animaux. 

I] est facile de constater qu’il n’existe vis-a-vis de la réaction 
de Weil-Felix dans le typhus épidémique et dans le typhus 
endémique, chez |’homme, que des différences de degré qui 
traduisent du reste, dans une certaine mesure, l’inégal pouvoir 
antigene des différentes souches exanthématiques. Pratiquée 
avec le proteus X19, laréaction est généralement positive & un 


(1) P. Léerve et J. Cammopgrros. C. R. de l’Acad. des Sciences, 194, 1932, 
p. 569. 
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taux élevé dans le typhus épidémique. Dans le typus endé- 
mique, nous ne l’avons que rarement vue manquer, mais le 
taux d’agglutination se place habituellement entre 1/100 et le 
1/600. Chez Vanimal, au contraire (singe ou lapin), inoculé 
avec les souches murines ou épidémiques du typhus, nous 
n’avons pas observé de différences significatives dans les taux 
dagglutination qui restent assez faibles quel que soit le virus 
incculé. 

Enfin chez homme, dans la fiévre boutonneuse, la réaction 
généralement négative avec les souches ordinaires de pro- 
teus X19 est cependant positive, 4 un taux peu élevé, avec les 
souches OX 19 et OX 2, ainsi que l’a montré Durand (1), et que 
nous avons pu le vérifier avec les souches qu il nous a aimable- 
ment envoyées. Chez le cobaye inoculé de boutonneuse, nous 
n’avons obtenu que les agglutinations négatives dans un petit 
nombre d’essais dont nous ne tirons aucune conclusion. 


Discussion. 


Nous avons commencé par montrer qu’il existe en Gréce un 
virus murin ayant les caractéres du typhus exanthématique, et 
que ce virus est responsable des cas de typhus endémique que 
lon observe en divers pays autour de Ja Méditerranée. 

Ce premier point nous a amené a étudier les rapports immu- 
nologiques existant entre le typhus endémique et les autres 
maladies exanthématiques rencontrées dans les mémes régions. 

Quelles conclusions tirer de ces expériences d’'immunité en 
ce qui concerne les rapports entre les trois fiévres «xanthéma- 
tiques observées en Gréce? 

Un premier fait se dégage avec évidence : c’est I’ ieeintdaliee 
de la fievre boutonneuse, et sa différenciation d’avec les autre. 
maladies, auxquelles ne l’unissent que de lointaines relations 
de groupe, attestées par une faible ct transitoire immunité 
croisée et par le degré des réactions d’agglutination. Maladie 
a rickettsia comme toutes les fievres exanthématiques, mais 
transmise par les tiques, la fiévre boutonneuse se présente en 


(1) P. Durann. C. 8. de VAcad. des Sciences, 194, 1932, p. 1277. 
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Grace avec la méme indépendance vis-a-vis du typhus que cela 
se produit dans d'autres contrées pour d'autres maladies a 
rickettsia transmises par des arthropodes : fiévres pourprées et 
tachetées en Amérique, fiévre fluviale au Japon et & Sumatra, 
typhus de Sao Paulo au Brésil. La question nous parait tran- 
chée et nous n'y reviendrons pas. 

Par contre, nous ne pouvons pas prétendre que les expé- 
riences d’immunilé croisée nous apportent la solution définitive 
du probléme du typhus. Les épreuves d’immunité montrent une 
parenté tellement étroite entre le typhus murin et le typhus épidé- 
mique qu’elles devraient, semble-t-il, faire conclure & leur iden- 
tité. Et cependant les faits observés, dans l’ordre expérimental 
comme dans ]’ordre épidémiologique, obligent 4 plus de réserve. 

Du point de vue expérimental, les deux virus présentent, au 
moment de leur isolement, d’évidentes différences : compor- 
tement chez le cobaye male, virulence pour ie rat. Mais nous 
avons vu la labilité de ces signes, et leur caractére transitoire. 
Aucun d’euxn’est suffisamment fixé pour constituer un élément 
absolu de différenciation spécifique. 

Du point de vue épidémiologique, le simple bon sens nous 
avertit que le typhus bénin n’est pas le typhus épidémique. 
Mais rien ne nous prouve que l’un ne puisse pas, dans des con- 
ditions favorables, donner naissance a l’autre. 

Que penser? 

Il est impossible d’aborder d’un point de vue quelconque 
étude du typhus exanthématique sans tenir compte des tra- 
vaux, de l’expérience et de opinion du professeur Ch. Nicolle, 
qui a tant fait pour éclaircir le probléme du typhus et qui a 
bien voulu ne jamais nous ménager ses conseils. 

Or,-Nicolle et Laigret (1), dans leurs expériences d'immunité 
croisée, sont arrivés 4 des résultats, somme toute, a peu prés 
identiques aux nétres, et M. Ch. Nicolle (2) n’y voit pas de 
raison d’affirmer l’identité des virus épidémique (ou histo- 
rique) et endémique (ou murin) dont il a déja, & plusieurs 
reprises, défendu la présente individualité (3) malgré une évi- 
dente communauté d'origine. 


(1) Nrconte et Larcrer. Arch. de U'Inst. Pasteur de Tunis, 21, 1932, p. 251. 
(2) Cu. Nicotte. Bull. de la Soc. de Pathol. exotique, 26, 1933, p. 316. 
(3) Cu. Nicotts. Arch, delInst. Pasteur de Tunis, 24, 1932, p. 32. 
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Le professeur Nicolle a raison lorsqu’il dit que les virus sont 
distincts. Il a cent fois raison, lorsqu’il répond (1) & quelques 
Opinions exprimées par nous (2) lors d’une séance dont la 
maladie le tenait éloigné et auxquelles la sécheresse d’un 
compte rendu semble donner un absolu qu’elles n'ont pas, que 
«lorsque des maladies sont aussi voisines que le typhus 
historique et que les typhus murims, ce n’est pas par un carac- 
tere distinctif formel qu’on peut espérer les séparer, mais par 
de multiples faits divergents dont chacun peut paraitre, pris 

-individuellement, de minime importance, mais dont l'ensemble 
offre une signification décisive. » 

Le probleme de l’unité ou de la dualité des virus typhiques 
s est trouvé tout naturellement posé dés les premiéres recherches 
de Mooser sur le typhus mexicain et sur le réle qu’y jouaient 

‘les rongeurs. 

I] semble que pour Mooser (3) il n’existe actwed/ement qu'un 
virus, auquel le passage sur les puces donne les caractéres 
« mexicains » orchite du cobaye), ainsi qu’il ressort d'expé- 
riences effectuées par lui avec le virus épidémique. 

Pour Nicolle, au contraire (4) : « Nous pensoms, comme 
Mooser, que les deux typhus ont une origine commune, mais 
nous ne croyons pas qu’actuellement l'un puisse se transformer 
en l'autre et qu'on puisse avancer qu il m’existe qu'un typhus. » 

Crest ici que mous [nous permettrons de faire observer que 
non seulement l’impossibilité actuelle d’une telle transforma- 
tion n’a pas été démontrée, mais encore que l’hypothése de la 
transformation (historiquement incontestable) occastonnel/e du 
viras endémique en virus épidémique ne peut pas étre rejetée 
de prime abord sans discussion serrée. 

Il est certain, depuis les récentes acquisitions ae ces der- 

_niéres années, que tous les typhus humains ont une commune 
origine murine, origine évidemment proche pour le typhus. 
bénin, peut-étre trés lointaine pour le typhus épidémique. 

Le typhus est une maladie rickettsienne des rongeurs, des 
rats plus spécialement, transmise du rat au rat par les ecto- 


(1) Cu. Nrcotre. Bull. Soc. Pathol. exotique, 26, 1933, p. 375. 

(2) P. Lepine. Bull. de la Soc. de Pathol. exotique, 26, 1933, p. 331. 
(3) Moosgr. Arch. de VInstitut Pasteur de Tunis, 24, 1932, p. 1. 

(4) Cu. Nicotts. Arch. de UInst. Pasteur de Tunis, 24, 1932, p. 32. 
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parasites, au premier rang desquels il faut placer les puces. 
Mooser (1) fait & ce propos observer, a juste titre, que la béni- 
enité de lVinfection rickettsienne chez la puce, opposée a la 
mortalité du pou alteint de typhus, traduit une longue et ances- 
trale adaptation du virus chez la puce contre une adaptation 
plus récente chez le pou. 

Dans l'histoire de la maladie, l’infection de l’homme avec 
passage par le pou est done tres postérieure ila maladie du rat 
et cette infection s’est accompagnée, lors de !’adaptation a I‘hdle 
nouveau, d’une modification de la virulence, peut-étre d'une 
mutation définitive du virus. Tout le probléme consiste a 
savoir si, aujourd'hui, le phénoméne peut se reproduire et, s'il 
le peut, dans quelle condition la mutation est possible. 

En d’autres termes, pour nous, le virus murin et le virus 
épidémique sont actuellement différents, le virus épidémique 
résultant d’une transformation du virus murin. Le virus murin 
peut-il redonner naissance au virus épidémique? Le peut il 
toujours, le peut-il quelquefois, ne le peut-il jamais ? 

Si la transformation du virus murin en virus épidémique 
est possible, c’est dans l’adaptation de ce virus au pou que se 
trouvera la clé du probléme. 

Le cycle rat-puce-rat exprime les termes normaux de I'infec- 
tion murine, cycle auquel se superposent par moment des~ 
chaines aberrantes rat-puce-homme, qui rendent compte des 
cas de typhus bénin. 

Une fois parvenu sur l’homme, le virus reste-t-il nécessai- 
rement bénin (si sa virulence est fixée), ou bien peut-il étre a 
lorigine d’un cycle nouveau, homme-pou-homme, avec viru- 
lence exaltée (s'il est susceptible d’adaptation au pou dans les 
conditions du typhus épidémique) ? ; 

En ce qui concerne le virus mexicain, les expériences des 
auteurs américains montrent qu’il est capable d’infecter le pou. 
Mais Nicolle (2) remarque a ce sujet que, dans le cas d’infec- 
tion par le virus mexicain, le pou devient infectieux dés le 
troisiéme jour, et qu'il meurt toujours (ce qui montre bien que 
l'adaptation du virus murin au pou est plus récente que 


(1) Moossr. Arch. de V'Inst. Pasteur de Tunis, 24, 1932, Deas 
(2) Nicotte. Bulletin de Institut Pasteur, 30, 1932, p. 961. 
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ladaptation du virus épidémique); une maladie évoluant aussi 
rapidement chez le pou diminue grandement le danger que 
représente celui-ci comme vecteur de l’infection. Ce point ne 
ressort pas avec évidence des constatations que nous avons pu 
faire jusqu’ici dans les essais d’adaptation au pou de notre virus 
murin athénien. Sans vouloir forcer par une conclusion préma- 
turée des expériences délicates, et qui ne sont pas toujours 
concluantes, il nous a paru que nolre virus murin pourrait, si 
certaines conditions sont remplies, s’adapter au pou comme le 
virus épidémique. Nous avons déj& montré plus haut que le 
virus murin d’Athénes est, somme toute, assez plastique, puis 
qu’une vingtaine de passages sur le cobaye ont suffi & modifier 
les caractéres de la maladie qu’il détermine chez cet animal. 
En serait-il de méme si {’on pouvait réaliser un nombre égal 
de passages par l'homme et par le pou? 

Nous dirons donc, provisoirement, que le probléme reste 
entier. Mais il nous semble bien que |’on puisse observer les 
termes de transition entre le typhus bénin et le typhus épidé- 
mique. 

On a tendance, lorsque l’on parle des caractéres différentiels 
des deux affections, a opposer la bénignité de l'un & la gravité 
de l’autre. Cela tient & ce que l’on pense, habituellement, a la 
mortalité des grandes épidémies de typhus. Mais ils’en faut de 
beaucoup que le typhus & poux se présente toujours avec le 
méme caractére de gravité clinique. 

La mortalité du typhus exanthématique varie considéra- 
blement d’une épidémie 4 l’autre, et dans une épidémie elle 
va en augmentant au fur et & mesure que celle-ci se déve- 
loppe. Les cas sporadiques de typhus & poux et les premiers 
cas d’une épidémie ont généralement une bénignité plus 
grande, et qui n’est pas trés éloignée de celle de la maladie de 
Brill. En somme, le typhus & poux le plus authentique peut, 
comme cela se voit dans les Balkans, étre observé dans des con- 
ditions cliniques qui rapprochent beaucoup le typhus bénin du 
typhus épidémique. 

Ce dernier n'est en général étudié qu’aprés avoir subi plu- 
sieurs passages récents sur l’homme. I] peut méme, accompa- 
enant l'homme dans ses déplacements, n’étre observé qu’assez 
loin du lieu ot l’épidémie a pris naissance. I] devient alors 
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assez difficile de préciser les conditions qui ont entouré son 
apparition. I] ne semble pas, du reste, dans la conviction ow 
ont été longtemps les chercheurs que I’homme constituait le 
seul réservoir possible du typhus, que cette étude ait été faite 
systématiquement jusqu’ici. 

On a dans toute celte discussion sur l’unité ou la dualité des 
typhus eu surtout en vue le typhus murin, ce qui est expli- 
cable, puisque c’est lui qui a fait |’objet des recherches récentes 
qui ont porté sur son endémicité, sur sa transmission, sur ses 
possibles transformations. 

Or, un point nous préoccupe, qui ne nous parait pas avoir 
été completement-élucidé jusqu'ici. Ou se conserve le typhus 
épidémique en dehors des épidémies ? 

Pour expliquer l’apparition ou la réapparition du typhus 
épidémique, il y a lieu de considérer deux facteurs essentiels : 
l'état de réceptivité des sujets et la conservation du virus en 
dehors de l’épidémie. 

a) Quelle que puisse étre l’explication adoptée pour la con- 
servation du virus, quelle que soit la démonstration qu’on en 
donne, maintenant ou plus tard, il nous parait évident au il 
faut tenir compte d’un facteur encore mal connu, qui est l'état 
de réceptivité des sujets au virus typhique. 

Quand on dit que le typhus épidémique est favorisé par la 
misére, la famine, l’encombrement, V’hiver, etc... ; quand on 
traite le typhus de maladie des vagabonds, des armées ou des 
prisons, on ne fait que traduire ce fait qu’il y a des circonstances 
qui, inéJuctablement, aceompagnent les grandes bouffées épi- 
démiques de la maladie. Or, c’est justement depuis que nous 
savons que le pou joue le réle primordial, indispensable, dans 
épidémiologie du typhus, que nous comprenons aussi qu’il 
n'est pas tout dans |’épidémie. I] n’est pour cela que de se 
souvenir des conditions physiologiques effroyables ou se trou- 
vaient les populations qui ont subi, pendant (retraite serbe) ou 
aprés (Russie, Pologne) la grande guerre, les derniéres épidé- 
mies massives de typhus. 

Les causes invoquées habituellement pour expliquer le déve- 
loppement épidémique du typhus nous paraissent valables non 
pas seulement parce qu’elles favorisent la multiplication et 
l’échange des poux (dont le réle, encore une fois, est essentiel), 
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mais parce qu’elles agissent aussi sur la résistance des indi- 
vidus réceptifs. 

Le méme role du terrain et de la résistance individuelle 
apparait, et peut-étre plus encore, dans l’analyse des petites 
épidémies du typhus. C’est un fait bien connu qu’en Orient le 
retour de lVhiver raméne inévitablement des cas de typhus. 
L’explication la plus simple, mais qui ne résiste pas a l'analyse 
des faits, est que les populations se couvrant davantage pour 
se protéger du froid sont par la méme plus parasitées par les 
poux. C’est mal connaitre les habitudes vestimentaires des 
Balkans, ot le vétement change peu, et le linge jamais, sui- 
vant la saison, et ot le parasitisme demeure le méme. 

Nous pensons donc qu'il y a, indépendamment de toutes les 
autres causes que l’on trouvera aux épidémies, un facteur de 
réceptivité individuelle qui n’est pas négligeable et qui mérite- 
rait d’étre étudié. 

Mais ceci ne suffit pas & expliquer comment réapparait |’épi- 
démie, ni surtout comment le virus se conserve en dehors des 
épidémies. 

6) Si le virusdu typhus épidémique ne peut jamais se con- 
server en dehors des poux et de l’homme, le seul fait (sur 
jequel le Professeur Nicolle, & juste titre, a souvent insisté) 
que le typhus confére au pou une maladie mortelle a bréve 
échéance, oblige le virus 4 des fréquents passages sur l'homme, 
ou les poux neufs viendront se contaminer pour transmettre la 
maladie avant la fin de leur éphémére existence. 

’ En Vabsence d’infection héréditaire chez le pou, il faut done 
une alternance réguliére de passages du pou a l’homme et de 
‘homme au pou pour conserver le virus. 

On a expliqué la latence compléte de ces passages, forcément 
fréquents, sans épidémie apparente, par l’infection de l'enfant, 
si bénigne qu'elle échappe & l’observation, et par les infections 
inapparentes de l’adulte, soupconnées par Nicolle, dont Ram- 
sine (1) a donné une belle démonstration. 

Pourquoi cette explication, qui peut trés bien rendre compte 
des faits observés en Afrique mineure, ne nous satisfait-elle 
pas complétement ? 


) 


(1) Ramsive. Arch. de U'Inst. Pasteur de Tunis, 18, 1929, p. 247. 
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C'est qu'il y a des régions, et les Balkans sont de celles-la, 
ou aprés une période latente de trés longue durée on voit 
dans une population n’ayant gue de rares contacts avec les 
régions avoisinantes réapparaitre le typhus qui prend une 
allure épidémique sans qu'il y ait eu apport de sujets non 
immuns. Or, pour que le typhus soil resté complétement 
latent entre les épidémies, il faut qu'il n’ait trouvé pour s’ali- 
menter, en dehors des enfants (éléments non immuns et chez 
qui la maladie est toujours bénigne), que des individus ayant 
une résistance, naturelle ou acquise, suffisante pour que leur 
infection n’ait pu se faire que par voie inapparente. Il faudrait 
donc admettre, ou bien que toule la population adulte est 
immunisée, et alors on comprend mal que la maladie puisse 
y devenir soudain épidémique, ou bien qu'il persiste parmi les 
individus immunisés par une infection dalant de l’enfance des 
individus qui restent réceptifs, et alors on s’explique encore 
moins les périodes silencieuses de |’endo- épidémie. Il ne faut 
pas oublier, en effet, que les cas de maladie humaine inappa- 
rente ont été observés par Ramsine au contact des malades, en 
plein foyer épidémique. Si la longue conservation du virus 
par alternances répétées d’infections uniquement inapparentes 
n'est pas théoriquement impossible, elle est cependant, prati- 
quement, difficilement concevable. 

Méme le facteur individuel et saisonnier, que nous admet- 
tons par ailleurs, est insuffisant pour expliquer l’apparition, 
sous forme épidémique, d’une maladie qui, le reste du temps 
serait endémique et purement inapparente. 

C’est pourquoi il ne serait pas sans intérét de pouvoir éludier 
les conditions et les circonstances qui entourent l’apparition du 
typhus exanthématique au début d’une épidémie. 

Nous avons pu examiner les 5 premiers cas d’une petite 
épidémie de typhus qui a eu lieu cet hiver dans une ville de 
Macédoine (1). Cette épidémie a débuté par l'apparition sou- 


(1) IL sagit de la ville de Drama, en Macédoine Orientale, qui compte 
environ 30.000 habitants. A la suite d’un résumé des observations que j'ai 
présenté ala Société de Pathologie exotique le 9 février 1933 (et la unique- 
ment) des quolidiens athéniens ont cru devoir, on ne sait pourquoi, opposer 
a ces fails le démenti le plus formel en les qualifiant de diffamation. Il est 
regrettable, pour la réalité des événements, non pas que j’en aie été le 
témoin, mais que les journaux de Salonique les aient A l’épeque largement 
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daine et presque simultanée, au cours de la derniére semaine 
de novembre, de 4 cas, suivis aprés quelques jours d’un cin- 
quiéme, puis d'un sixiéme et d'un septiéme cas de typhus 
exanthématique, dans une ville depuis trés longtemps exempte 
de cette affection. Les malades, que nous avons examinés, ont 
présenté le tableau typique et complet d’un typhus sérieux. 
L’exanthéme particulitrement étendu, alors qu'il est le plus 
souvent discret dans le typhus endémique, était tout a fait 
démonstratif, mais, chez tous les malades, respectait les 
régions palmaires et plantaires. La réaction de Weil-Felix a 
été, chez tous, positive & un taux élevé (au-dessus de 1/1.500). 
La période fébrile a dans tous les cas dépassé dix jours Il n'y 
a pas eu de mortalité parmi les premiers cas, mais |'état 
typhique était trés marqué chez deux au moins de ces malades. 

Bref, le diagnostic clinique quis imposait sans laisser la 
moindre place au doute était celui de typhus exanthématique 
classique. 

Or l’enquéte épidémiologique & laquelle nous avons soigneu- 
sement procédé révéla des particularilés qui ne peuvent man- 
quer de frapper. 

Tout d’abord, ces malades appartenaient tous a un milieu 
relativement aisé de la ville, et non aux miséreux, particuliére- 
ment abondants parmi les chémeurs; la recherche la plus 
minutieuse n’a amené la découverte que d’un pou, sur une 
malade dont les vétements ne contenaient pas trace de lentes. 

Bien que tous les cas provinssent d'un méme quartier de la 
ville, il ne ful pas possible d’établir entre eux aucune corréla- 
tion directe et aucune notion de contagion ne put apparaitre de 
Vexamen des faits. Dans l’entourage immédiat des malades, 
pas de porteurs de poux, pas d’enfants (qui auraient pu servir 
de réservoir de virus); pas de lieu de réunion ni de relations 
qui fussent communes. Une malade menait une existence trés 
retirée, ne sortait jamais, et ne voyant qu'un nombre trés 
annoncés, et qu’on en puisse trouver la trace au relevé des cas de typhus 
officiellement déclarés (64 pour 1932) dans le Bulletin del’Office international 
d'Hygiéne publique. Je comptais publier avec un confrére, grace a Vaide 
duquel elle a été possible, les détails de la trés intéressante enquéte a 
laquelle j’ai pu me livrer. J’ai dQ y renoncer pour ne pas exposer a des 
ennuis. voire a des sanctions, mes collaborateurs bénévoles. Une telle oppo- 


sition n'est pas seulement antiscientifique : elle est contraire aux inltéréts 
bien compris du pays. 
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limité de personnes par qui il est des plus improbable que la 
contagion ait pu s’effectuer. Mais cette malade habitait um paté 
de maisons qui a fourni deux autres malades. Pourtant, les 
maisons, bien que contigués, ne communiquent pas entre 
elles; chacune d’elles forme un bloc isolé dont les habitants, 
de race et de religion différentes, n'ont pas derapports sociaux. 

Tout s'est passé comme si la contagion, prise & une source 
unique vu la simultaméité des cas, s’était faite grace &@ un 
élément commun & tous ces malades que rien, par ailleurs, ne 
rapprochait. 

Il est bien difficile de ne pas penser que la population 
murine, circulant librement & travers ces vieilles' maisons 
datant du temps ture, constitue le seul élément commun a tout 
le paté dhabitations, peut-étre a tout le quartier. Une autre 
des malades (cas n° 4) avait, quelque temps avant d’étre 
atteimte, procédé au neltoyage d'une piéce de sa maison, nor- 
malement fermée, mais infestée par les rats, dont nous avons 
pu découvrir d’évidentes traces. 

Remarquons, en outre, que malgré que cette apparition sou- 
daine, et assez impressionnante, du typhus ait fait immédiate- 
ment imposer & la population des mesures prophylactiques. 
rigoureuses (fermeture des écoles et des cinémas, interdiction 
des réunions, épouillage) laffection, sams revélir de caractére 
nettement épidémique, a-fait tache d’huile dans la région et s’y 
est manifestée tout l’hiver sows forme de cas sporadiques. 

Bref, sil est impossible de dire ce que serait devenue l’épi- 
démie si on l’avait laissée livrée & elle-méme, il nous faut 
souligner, pour nous limiter aux seuls cas initiaux que nous. 
ayons pu observer, que si le tableau clinique était en faveur du 
typhus épidémique, les circonstances épidémiologiques se 
trouvaient identiques & celles observées dans les cas de typhus 
endémique. Notons enfin, em passant, parmi les malades 
atteints, la prédominance du sexe féminin (6 femmes sur 
7 cas), fait que nous avions remarqué antérieurement A propos 
du typhus endémique, et qui pourrait bien s’expliquer par la. 
différence du vétement, la femme étant plus accessible a la 
piqtire des puces. 

Les circonstances ne nous ont malheureusement pas permis 
de porter nos investigations sur la population murine du quar- 
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trercontaminé, mais nous avons pu isoler le virus d'une malade 
au dixiéme jour de son affection. Or, quelles sont les caractéris- 
tiques dela souche DFK. ainsi obtenue ? 


ExpERIENCE XXXVI. — Origine du virus: Malade Soultana Kou..., ouvriére 
en tabac, trente-huit ans (quatriéme eas). Cette malade ne travaillait pas 
depuis deux mois lorsqu’elle est tombée malade. Veuve, sortant peu, et ne 
fréquentant qu’un petit nombre de personnes du méme quartier, elle habite 
avec huit autres personnes, dont aucune n’a été contaminée, uné maison 
rigoureusement propre, mais ou, dans une piéce exactement contigué a celle 
ou couchait la malade, des marchandises entreposées par un négociant en 
voyage depuis plusieurs mois ont amené la pullulation des rats, ce qui a 
incité la malade & procéder au cours de la quinzaine précédente A un net- 
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Fic. 46. — Courbe gauche : isolement de la souche DFK (typhus macédo- 
nien, quatrieme cas humain de l’épidémie). Courbe droite : par eompa- 
raison, isolement de la souche Mo..., d'un cas de typhus endémique a 
Atheénes. 


toyage de la piéce habituellement fermée a clef. La malade entre 4 l’hdpital 
le 13 décembre 1932 parce que, couchée depuis huit jours, elle a depuis 
quarante-huit heures une éruption pour laquelle le médecin du dispensaire 
de la Compagnie des Tabacs a fait le diagnostic de typhus. Nous voyons la 
malade le 15 décembre. Tableau clinique typique el complet. Weil-Felix 
(pratiqué le 17 4 Institut Pasteur) : positif au 1/1.800. Inoculation de sang 
citraté, par voie intrapéritonéale, aux cobayes of D23 (5 cent. cubes, meurt le 
troisieme jour) et D22 (3 cent. cubes) dont la température s’éléve a 40°4 le 
neuyviéme jour, et est sacrifié le onziéme jour (pas d’orchite). Passage aux 
cobayes. D32 +, positif le neuviéme jour et D31 Q positif le dixieme jour 
(fig. 16). 2 : 

Caractéres expérimentaux : a) Cobaye : passages réguliers avec fievre le 
neuviéme ou dixiéme”jour, durant huit jours : jamais d’orchite. 6) rat blanc: 
fiévre le sixiéme ou septiéme jour, durant deux ou trois jours, jamais mor- 
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telle, manquant parfois (1 fois sur 4 essais). c) conservation cérébrale chez 
la souris: le cerveau de deux souris sacrifiées les vingt-troisiéme et trente- 
cinquiéme jours de l'inoculation intrapéritonéale a donné, sur deux cobayes 
chaque fois, un passage négatif; chez le rat : passage positif le dix-septiéme 
jour de linoculation, négatif le quarante-deuxiéme jour. 


A considérer, donc, l'ensemble des caractéres expérimen- 
taux de la souche, celle-ci parail étre beaucoup plus voisine de 
la souche Nicolle que de nos souches murines dontla rapproche 
seule l’existence d’une maladie fébrile, mais non mortelle, chez 
le rat. S’il fallait absolument choisir, nous la rangerions dans 
les souches du typhus épidémique. 

Et c'est justement en présence d'un cas comme celui-ci, ot 
lobservation nous livre des malades ayant la physionomie 
clinique du typhus classique, mais sans mortalilé, Vhistoire 
épidémiologique du typhus endémique, mais avec une appari- 
tion d’allure épidémique, un virus ayant des caractéres mixtes, 
mais nettement plus « historique » que murin, que nous avons 
limpression qu'il existe sinon des virus intermédiaires, du 
moius des circonstances ou le virus exalté par des facteurs que 
nous connaissons mal semble hésiter sur la direction a 
prendre et n’attendre qu’une occasion favorable pour effectuer 
moins une mutation brusque qu’une adaptation rapide & une 
espeéce nouvelle et & un mode nouveau de propagation. 

C’est assez dire, qu’a notre avis, la plus grande réserve 
s impose dans l’interprétation des faits. Ni les caractéres cli- 
niques, nil’expérimentation sur l’animal, ni l'étude immuno- 
logique ne nous permettent d’assigner une date certaine A 
’époque, proche ou lointaine, ot le typhus, devenu épidé- 
mique, s'est séparé du typhus murin dont il différe indiscuta- 
blement, mais avec lequel il conserve malgré tout une étroite 
parenté. 

Peut-étre les facteurs décisifs d'orientation que nous cher- 
chions au cours de ce travail nous seront-ils donnés par l’étude 
du comportement du virus murin chez le pou, et les essais 
expérimentaux d’adaplation du typhus bénin ace parasite. 

C’est ce que nous aurons & envisager dans un deuxi¢me 
mémoire. 


RECHERCHES SUR L’ULTRAFILTRATION 
EN BACTERIOLOGIE, 


par R. LE GUYON. 


(Unstitut de Bactériologie 
de la Faculté de Médecine de Strasbourg.) 


Historique. 


LEs SACS DE COLLODION « IN VIVO » (Sanarett, 1891), 


Ko 1894 Sanarelli, qui est actuellement directeur de l'Institut 
d’Hygiéne de Rome, introduisit pour la premiére fois en bacté- 
riologie l'emploi des sacs de collodion. 

En étudiant la destruction du virus charbonneux sous la 
peau des animaux sensibles, Sanarelli (1) eut l'idée de substi- 
tuer aux sacs de papier parcheminé proposés par Pekelharing 
« de petits tuyaux de collodion qui peuvent étre fermés hermé- 
tiquement, de maniére & ne laisser pénélrer aucun leucocyte : 
placés sous la peau des animaux, ils se remplissent en peu de 
temps d’une lymphe limpide et transparente ». La méthode de 
culture in vivo en-sacs de collodion était découverte. Sanarelli, 
de passage au laboratoire de Metchnikoff, introduisit cette 
technique 4 l'Institut Pasteur de Paris. On sait combien celte 
méthode fut féconde en résultats. Dés 1896 Metchnikoff, Roux 
et Taurelli-Salimbeni (2) démontrérent l’existence d’une toxine 
cholérique soluble et diffusible, par introduction dans le péri- 
toine de cobayes de sacs de collodion contenant de l'eau 


(1) Sanaretir, La cause dellimmunita naturale contro il carbonchio. La 
Riforma medica, vol. 1, 4, 1891, p. 124; Die Ursachen der natirlichen Immu- 
nitat gegen den Milzbrand. Centr. /. Baker, 1891, p. 467; La destruction du 
virus charbonneuxsous la peau des animaux sensibles. Ces Annales, 7, 1893, 

. 820. 

Py Mercanikorr, Roux et Taureui-Satimeent, Toxine et antitoxine cholé- 
rique. Ces Annales, 10, 1896, p. 261. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. LI, n° 3, 1933. 26 
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oi 


peptonée ensemencée avec une trace de vibrion cholérique. 
Deux ans plus tard, Nocard, Roux, Borrel, Salimbeni et Dujar- 
din-Beaumetz utiliserent la méme technique pour l'étude du 
microbe de la péripneumonie (1). Depuis lors, de nombreux 
travaux sont redevables de cette méthode. Tout derniérement 
(1932) Sanarelli (en collaboration avec Alessandrini) s’est servi 
de sa technique de 1894 pour démontrer l’existence de l’'ultra- 
virus tuberculeux (2). 


L’utrrarittration (Borrel, 1904). 


Borrel, en 1904, fit la premitre expérience d’ultrafiltration. 
Il ulilisait des sacs de collodion en forme de doigts de gant 
montés sur un tube de verre. Le sac était lié avec plusieurs 
tours de fil. Borrel eut Vidée de séparer ainsi, par ultrafiltration 
sur sacs de collodion in vitro, les toxines diphtérique et téta- 
nique de leurs milieux de culture. Il proposa ce sujet de 
recherche & Manéa, citoyen roumain, qui travaillait dans son 
laboratoire. Le travail publié 4 la Société de Biologie le 
29 octobre 1904, sous la seule signature de Manea (3), établit 
cependant d’une facon absolument indiscutable la priorité de 
la découverte de Borrel. Voici d’ailleurs quelques extraits de 
cette note: « L’étude des substances colloidales est actuelle- 
ment & l’ordre du jour et des procédés de filtration variés sont 
employés pour séparer des molécules de grosseur variée ou 
pour distinguer les solutions parfaites des suspensions ultra- 
microscopiques. L’étude des toxines et des diastases donnera 
peut-étre des résultats intéressants. Dans le méme ordre 
didées, M. Borrel nous a proposé d’étudier dans son labora- 
toire les propriétés des sacs de collodion employés comme 
filtres et d’étudier le mode d’action de cette paroi filtrante sur 
les différentes substances, et en particulier sur les toxines 
microbiennes. Tout le monde connait les sacs de collodion qui, 
Jusqu’ici, ont été surtout utilisés dans la technique bactériolo- 


(1) Nocarp, Roux, Borrer, Sarimpent et DusArnpIn-Braumetz, Le microbe de la 
péripneumonie. Ces Annales, 12, 1898, p. 250. 

(2) SaNARELL1 et ALEssanpRIn1, Etudes sur lJ’ultravirus tuberculeux. Ces 
Annales, 48,1932, p. 144. 

(3) Manga. C. R. Soc. Biol., 56, 1904, p. 317. 
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gique pour obtenir des cultures in vivo a l’abri des phagocytes, 
ou pour renforcer la virulence de certains microbes. Ces sacs, 
soumis & des pressions variées, peuvent servir de filtres. Ils 
sont préparés suivant la technique usuelle et lavés pendant 
quelques heures dans de l’eau stérilisée. On les fixe ensuite 
sur un tube a essai dont le fond a été percé; on les lie trés 
solidement de fagon a éviter toute fuite et le petit appareil 
filtrant rempli de liquide a filtrer est mis en communication 
avec un dispositif permettant de produire ume pression égale ct 
connue. Sous 1 métre d’eau, un sac de 10 centimétres filire 
30 cent. cubes de liquide en vingt-quatre heures. » 

La méme année, Malfitano, voisin de Borrel a l'Institut 
Pasteur, avail vu dans le laboratoire de ce dernier les expé- 
riences d’ultrafiltration faites par Borrel et Manéa. Malfitano 
songea alors & appliquer la technique de Borrel a l'étude des 
colloides. On sait quels résultats féconds lultrafiltration a 
donnés er chimie, en physico-chimie, et méme, pour quelques 
bactériologistes, Malfitano passe pour avoir découvert l’ultra- 
filtration. Il nous parait donc intéressant de faire ici la preuve 
que cette découverte revient 4 Borrel, et pour cela il nous 
suffira d’invoquer le témoignage méme de Malfitano qui, fort 
loyalement d’ailleurs, l’a reconnu dans ses_ publications. 
Remontons donc aux sources : 

Des le 26 décembre 1904, Malfitano (1), dans une premiére 
nole & l’Académie des Sciences, disait 4 propos de la filtra- 
tion des solutions colloidales & travers des membranes en 
collodion: « Jia méthode employée m’a été inspirée par 
M. Borrel. Elle me parait d’un grand intérét pour l’étude des 
colloides. » | 

Dans un article paru en 1908 & la Revwe générale des Sciences 
sur les propriétés physiques des colloides hydro-oxy-chloro- 
ferriques, essai de définition de 1]’étal micellaire, Malfitano (2) 
écrit: « Les membranes en collodion que l’on a eu soin de 
maintenir constamment humides peuvent servir comme filtres. 
J’ai vu premiérement Borrel filtrer au travers des sacs en col- 


(1) Matrrtano, Sur la conductibilité électrique des solutions colloidales, C. 
R. Ac. des Sciences, 139, 1904, p. 1221-1223. 

(2) Matrirano. Revue générale des sciences, 1908, p. 614 & 625, voir chapitre IV, 
fillration au travers des sacs en collodion, p. 616 et 617. 
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lodion les toxines microbiennes; j’ai pensé alors a les essayer 
pour séparer les micelles de leur milieu. » 

Plus tard, en 1914, Malfitano écrit encore (1) : « Une mem- 
brane de collodion que l’on a eu soin d’entretenir constamment 
humide peut servir de dialyseur et aussi de filtre. C’est Borrel 
qui l’a montré (en note Manéa, Laboratoire de Borrel, & 
l'Institut Pasteur, C. R. Soc. Biol.. 29 aoit 1904. La référence 
est d’ailleurs fausse, c'est 29 octobre qu'il faut lire au lieu de 
29 aotit). J’ai compris que ce filtre, capable de retenir des par- 
ticules extrémement ténues, serait dune grande utilité dans 
l’étude des colloides. » 

Par conséquent, il résulte des déclarations mémes de Malfitano 
que la découverte de l'ullrafiltration revient incontestablement 
a Borrel. La littérature scientifique passant sous silence le nom 
méme de Borrel dans la découverte de Vultrafiltration, il 
importait de rectifier cet oubli dans un historique de lultra- 
filtration. 

Dans ce mémoire, nous nous bornerons surtout a exposer la 
contribution personnelle que nous avons apportée a l'étude de 
ultrafiltration en bactériologie. 

Nous exposerons d’abord les techniques ct, dans un deuxiéme 
chapitre, les résultats. 


CHAPITRE PREMIER 


LES TECHNIQUES 


Les nombreuses techniques proposées pour la préparation 
des sacs de collodion montrent bien que lopération est assez 
délicate a bien réussir. Le classique procédé externe (2), méme 
avec renflement olivaire du tube moule, est trés peu satisfai- 
sant. Sigaud (3), dans un récent mémoire, a donné une tech- 
nique pour la confection d’ultrafiltres en forme de sacs a rebords 


(1) Mauritano, Cristalloides et colloides. Annales de Chimie et de Physique, 
8¢ série, 24, 1911. p. 502 a 553. 

(2) Voir Kopaczewski. Théorie et pratique des colloides, Vigolt, éditeur, 1523, 
p. 70; Voir Ductaux. Les colloides, Gauthier-Villars, éditeur, 1920, p. 69. 

(3) M. Steaup. Ces Annales, 43, 1924, p. 190. 
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retroussés. Lumiére et Chevrotier (1) ont proposé de remplacer 
les tubes moulés par une pate plastique (une partie de sirop 
de sucre, deux parties de sucre en poudre dit « sucre glacé », 
permetiant de modeler des moules de toutes formes. Le sac de 
collodion étant moulé, on le plonge dans de l'eau qui, par dia- 
lyse, dissout la masse sucrée et libére le sac. Calmette (2), tout 
derniérement, vient de publier un procédé externe. II utilisedes 
tubes moulés perforés & leur extrémité arrondie. Il plonge la 
face externe des tubes dans de la gélatine, la laisse sécher, la 
déshydiate dans l’alcool absolu (c’est le point délicat) et il 
plonge les moules dans du collodion. Le démoulage se fait 
dans de l’eau chaude a 80°, qui fait entrer en fusion la couche 
de gélatine séparant le collodion du verre. Le sac, dil Calmette, 
tombe d'une seule piéce, sins un pli, sans une déchirure, par- 
faitement lisse et transparent. 


Prockpé persoxnev (3) et (4). 


a) PubeaRATION DU COLLODION ET DES sacs. — Nous employons 
depuis plusieurs années un procédé qui donne des sacs aussi 
parfaits que ceux obtenus par le procédé de Calmette, et dont la 
technique est encore plus simple et plus rapide. Voici ce mode 
opératoire : 

Nous préparons nous-méme le collodion. Nous avons fait 
une provision convenable de coton poudre (nitro-cellulose octo- 
nitrique) provenant de la méme fabrication, car les cotons 
poudres livrés dans le commerce sont des produits qui ne sont 
pas toujours identiques 4 eux-mémes (le degré de nitration et 
divers facleurs inlerviennent, en effet, dans lu fabrication 
des cotons poudres). Aprés de nombreux essais, nous avons 
relenu une formule de collodion qui se préte bien a la 
fabrication des ultrafiltres : coton poudre 40 grammes, alcool 
a 95°, 460 cent. cubes, éther 500 cent. cubes. 

Le coton poudre, réduit en petits fragments, est introduit 
dans un bécher bien sec. On verse d’abord un peu d’alcool sur 


) A. Luwrére et J. Cneveotier, C. R. Soc. Biol., 90, 1924, p. 769. 
) A. Carmette. C. R. Soc. Biol., 108. 1931, p. 768. 

) R. Le Guyon. C. R. Soc. Biol., 103, 1930, p. 745 et 717. 

4) R. Le Goyon. C. R. Soc. Biol., 106, 1931, p. 242; 168, 1931, p. 1222. 
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le colon poudre pour l'imbiber. On ajoule ensuite Icther par 
petites fractions et en agitant avec une baguette en verre. Le 
coton poudre se dissout. On verse alors le reste de l’alcool. On 
transvase le collodion dans un flacon que l’on conserve bien 
bouché et aw frais. 

Nous employons les tubes-moules de 11 centimetres de lon- 
cueur sur 15 millimétres de diamétre intérieur. Il importe que 
les tubes de verre soient trés exactement calibiés. Il arrive 
souvent que les tubes ou baguettes de verre fournis par les 
verreries scientifiques n’ont pas parlout le méme diamétre. On 
a done intérét a vérifier toujours soi-méme les diamétres des 
tubes-moules et des tubes-supports. Nous remplissons un tube 
de collodion et nous versons successivement le collodion d'un 
tube dans un autre en faisant tourner en sens inverse les tubes 
’un sur l'autre, bout a bout, jusqu’é égouttage complet. Les 
tubes sont mis ensuile & sécher pendant quinze minutes en 
position renversée sur un portoir, puis roulés sur la table pen- 
dant deux minutes ct placés ensuite sur un portoir en position 
droite pendant trente minutes. Les tubes sont alors plongés 
dans de l'eau ayant été portée a !’ébullition et ramenée a 80°. 
Les sacs sortent d’eux-mémes de l’intérieur du tube-moule, 
ou sont sortis par traction légére en introduisant le petit doigt 
sur le bord interne du tube-moule. Les‘sacs sont ensuite montés 
sur des tubes-supports. 

Un des avantages, et non des moindres, que présente notre 
procédé est de permettre la préparation simple, rapide et facile 
dun trés grand nombre de sacs fabriqués en séric, les sacs 
étant & peu prés tous identiques & eux mémes quant a leur 
débit, l’épaisseur de leur membrane, le diamétre des pores, ete. 

On peut faire & volonté des séries de sacs plus ou moins per- 
méables en faisant varier les proportions d’alcool et d’éther 
servant 4 préparer le collodion. 


6) Monrace pes sacs. — Nous employons le dispositif de 
montage initial de Borrel (1904). Nous opérons d’ordinaire sur 
des batteries de 40 tubes-supports, mesurant 40 centimetres de 
longueur sur 45 millimétres de diamétre extérieur, fixés en 
force dans des trous perforés dans de larges plaques de liége. 
Bien entendu, on peut utiliser des tubes-moules et des tubes- 
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supports de diverses dimensions, & la seule-condition que le 
diamétre intérieur du tube-moule corresponde exactement au 
diamétre extérieur du tube-support. 

Les sacs, étant remplis d'eau, sont saisis dans la main gauche. 
D'un coup de ciseaux on régularise |’extrémité du sac de collo- 
dion que |’on enfile sur la partie inférieure du tube-support. 
Avec les doigts de la main droite, on exerce de légers mouve- 
ments de rotation sur la partie supérieure du sac. Ce dernier, 
encore plein d’eau, reste fixé surle tube-support. On peut alors 
découper un petit rouleau de papier glacé sur lequel on fera 
passer plusieurs tours de fil, pour mieux fixer le sac au tube- 
support. Le papier empéche que le fil ne coupe le sac de collo- 
dion. Si le papier n’est pas glacé, ni bien imperméable & l'eau, 
il se déchire facilement et le sac tombe. Il n’est. pas du tout 
indispensable de lier le sac avec plusieurs tours de fil. Le mieux 
est de laisser les sacs se coller au verre pendant quinze a trente 
minutes. Pendant ce temps, les sacs commencent 4 laisser 
ultrafiltrer l'eau quils contiennent. Mais il faut bien se garder 
d’ajouter & ’intérieur de l'ultrafiltre une quantité d’eau dont le 
niveau pourrait dépasser l’extrémité supérieure du sac de col- 
_ lodion, sans quoi il se produirait une fuite d’eau entre le verre 
et le sac. Dans ce cas, le sac ne collerait pas au verre. Mais dés 
que le sac a bien collé au verre du tube-support, on peut rem- 
plir d’eau les ultrafiltres. 

Il ne reste plus qu’a les stériliser. 

Faisons remarquer qu’en-employant des collodions corres- 
pondant a des formules différentes, ou en faisant varier sim- 
plement les temps de séchage avec différents filtres fabriqués 
avec le méme collodion, on obtient des sacs a porosités variables. 
L’essentiel est d’opérer dans des conditions bien comparables, 
en notant rigoureusement les temps de séchage, sinon on obtient 
des sacs n'ayant ni la méme porosité, ni les mémes propriétés 
physico-chimiques. C’est pourquoi la plupart des cxpériences 
d’ultrafiltration faites sur les différents virus sont sans aucune 
valeur, les sacs étant différents les uns des autres. 


¢) STHRILISATION DES ULTRAFILTRES. — La stérilisation des ultra- 
filtres constitue un des problémes les plus délicats de l’ultrafil- 
tration bactériologique. Si elle n’est pas faite d’une: fagon par- 


384 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


faite, elle conduil ade nombreuscs causes d’erreurs. II convient 
donc d’insister quelque peu sur les divers modes de stérilisation. 

La stérilisation des ultrafiltres en collodion & l’autoclave 
a 120°, & 115° ou méme aA 110° est impossible. Les sacs se 
déchirent 8 l’autoclave. Ceux qui restent intacts deviennent 
cassants et se déchirent au moindre mouvement. 

La stérilisation par la vapeur d'eau & 100° pendant quinze 
minutes est tres imparfaite. On a souvent des contaminations 
par des spores de B. subtilis. En outre, le chauffage diminue 
beaucoup la perméabilité des sacs de collodion, méme lorsque 
les sacs sont trempés dans l'eau pendant le chauffage. 

De sorte que l’on a-le choix entre deux procédés : dénitrage 
des sacs, précédant la stérilisation par la vapeur d’eau ou la 
stérilisation dans la vapeur d’alcool. 


d) Dénrrrace. — En 19441, J. Duclaux et Hamelin (4) ont 
eu l’idée de dénitrer les sacs de collodion en copiant exacte- 
ment l’opération correspondante dans l’industrie de la soie arti- 
ficielle de Chardonnet. On emploie comme dénitrant une 
solution de sulhydrate d’ammoniaque du commerce étendue 
de quatre volumes d’eau. On remplit l’ultrafillre en collodion 
avec la solution de sulfhydrate d’ammoniaque tiédie & 40°. On 
plonge le sac de collodion dans un bain de sulfhydrate d’ammo- 
niaque a 40°, afin que le dénitrage se fasse sur les deux parois 
de l’ultrafiltre. On mainiient le bain de sulfhydrate & la tem- 
pérature de 40° pendant une demi-heure. On rince alors l’ultra- 
filtre avec de l'eau ammoniacale, dans le but d’empécher le 
dépot de soufre qui pourrait se produire pur oxydation. On lave 
ensuite a l’eau distillée. 

Le dénitrage des sacs présente de nombreux avantages. La 
perméabilité du filtre est pen changée. D’aprés Duclaux, elle 
serait réduite de 10 p. 100 environ. Les sacs peuvent étre placés 
dans l'eau bouillante sans que leur perméabilité soit modifiée. 
Ils peuvent done étre stérilisés 4 l’autoclave, 4 la condition que 
la pression ne soit pas supérieure a 110°. Les sacs dénitrés 
peuvent servir & des filtrations de solutions alcooliques, éthé- 
rées ou acéloniques. IIs résistent indéfiniment a l’action de 


(1) J. Ductaux et A. Hametin. Ces Annales, 25, 1911, p. 145. 
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ces dissolvants pris séparément ou ensemble. Nous avons 
cependant remarqué que les sacs étaient plus cassants apres le 
dénitrage. L’opération est délicate, le sulfbydrate incommode 
cerlaines personnes par son odeur. C’est pourquoi nous préfé- 
rons la stérilisation dans la vapeur d’alcool qui constitue A nos 
yeux le procédé de choix. 


€) STERILISATION PAR LA VAPEUR D'ALCOOL, — Répin puis 
dHérelle ont préconisé la stérilisation des sacs de collodion 
dans de la vapeur d’alcool, qui présente l’avantage de ne pas 
modifier du tout la porosité des sacs, tout en assurant une stéri- 
lisation parfaite. 7 

Voici comment nous avons l’habitude de procéder. On met 
dans un pelit autoclave 1/2 litre d’alcool a 90°, a la place 
de l’eau. On verse a l’'intérieur du sac de !’alcool & 8/)°. On monte 
le tube-support en force avec du coton cardé sur un tube con- 
tenant de l’alcool 4 80°. On ferme l’autoclave et l'on adapte au 
robinet de purge d’air de autoclave un long tube de caout- 
chouc reliéa la partie supérieure d’un réfrigérant, monté incliné, 
de la méme facon que |’on opére en chimie organique lorsqu’on 
veut faire un entrainement par la vapeur d’eau. L’autoclave 
étant allumé, on surveille |’évacuation de J’air et l’on peut 
sentir une odeur d’alcool a la partie inférieure du réfrigérant. 
Lorsque l’alcool commence a distiller goutte 4 goutte en bas du 
réfrigérant, on ferme le robinet de l’autoclave. On slérilise pen- 
dant une demi-heure en réglant & 105° (pression de 1/4 de 
kilogramme). La stérilisation lerminée, on enléve le caoutchouc 
reliant l’autoclave au réfrigérant, et on ouvre le robinet d’air 
lorsque l’autoclave est froid. 

Pour éviter tout danger d incendie, on doit s’assurer que le 
joint de caoutchouc est neuf ou en excellent état, car s'il yala 
moindre fuite de vapeur d’alcool celle-ci s’enflamme instanta- 
nément. 


/) Les tests pes sacs. — A la sortie de l’autoclave & alcool, 
nous prélevons toujours quelques sacs provenant d'une méme 
série de fabrication, pour les soumetire 4 plusieurs tests. 

Ces sacs témoins doivent répondre aux trois conditions sui- 
vantes : 
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1° L’épaisseur de leur membrane séche est mesurée au micre- 
métre Reineckert. Avec notre formule de fabrication du collo- 
dion telle que nous l’avons donnée plus haut, et en observant 
rigoureusement les divers temps de préparation des sacs par 
notre procédé, les sacs mesurent d’ordinaire 1/100 de milli- 
metre. Bien entendu, |’épaisseur de la membrane séche varie 
avec les collodions employés et’en particulier avec le pourcen- 
tage de nitro-ceilulose servant & fabriquer le collodion. 

2° Les sacs de méme dimension et de méme épaisseur, soumis 
a la méme pression et pendant le méme temps, doivent débiter 
le méme volume d’eau. 

3° Les tests de porosité tels que l’ultrafiltration d’une solu- 
tion de rouge Congo, ou d’hémoglobine & 1 p. 100, peuvent 
servir d’indication grossiére quant & l’approximation de la poro- 
sité. La molécule d’hémoglobine aurait de 4 & 5. millimicrons 
de diamétre. Mais il faut bien se souvenir que des phénoménes 
d’adsorption liés 4 la charge électrique des maliéres colorantes 
interviennent dans l’ultrafiltration sur collodion. Par consé- 
quent, la taille des éléments filtrés ne renseigne que d'une 
maniére approximative sur la porosité des membranes de col- 
lodion. Cependant, nous avons souvent recours a la filtration 
des substances du tableau de Bechhold (ot la grosseur des 
micelles colloidales est rangée par ordre décroissant). La molé- 
cule de tournesol alcalin est encore plus petite que celle de 
d’hémoglobine, et constitue un assez bon test que nous 
employons souvent. 

Nousne dirons rien de la théorie de l’ultrafiltration (voir 1, 2, 
3, 4). La critique des filtrations sur bougies a été faite par de 
nombreux auteurs. Nous nous contenterons de citer les expé- 
riences de Kramer (5). Tous les filtres. bactériens utilisés 
jusqu’alors avaient été fabriqués avec des matiéres siliceuses, 
de charge électrique négative. En préparant les filtres avec des 
substances de charge électrique opposée (platre de Paris, 
mélange de carbonate de calcium et de carbonate de magné- 


(1) Norrarop. Journ. of gen. Physiology, 4, 1929, p. 435, 487. 
(2) Niconau. Bull. Inst. Pasteur, 23, 1925, p. 238. 

(3) Haupuroy. Les uléravirus, Masson et Cie, 1929, p. 214. 

(4) Bury. Les colloides. Dunod, éditeur, 1921, p. 118. 

(5) Kramer. Journ. of Infect. diseases, 40, 1921, p. 343, 347. 
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sium), on arréte les bactéries, virus et colloides (vaccine, 
mosaique du tabac, bactériophage, toxines diphtériques, téta- 
niques, botuliniques, tuberculine, rouge Congo, etc.) qui avaient 
été classées jusqu ici comme filtrables. 

Le collodion a lui aussi une charge électrique, mais dans les 
ultrafiltrations sur collodion les phénoménes de charge élec- 
trique de méme que les phénoménes d’adsorption jouent un réle 
beaucoup moindre. : 

On devra done toujours préférer, chaque fois que cela sera 
possible, l’ultrafiltration & la filtration. 


R&GLE DE L’ ULTRAFILTRATION. 


Hauduroy (1) a résumé quelques regles qu’il est bom de 
suivre au cours de l’ultrafiltration. Nous nous en sommes 
toujours inspiré au cours de nos expériences. 

« Le liquide a filtrer devra étre aussi limpide que possible ; 
moins il sera visqueux, mievx il filtrera. 

« On devra toujours noter son acidité ou son alcalinilé : on 
se rappellera que l’alcalinité facilite la filtration en général, 
que l’acidité par trop élevée abime les membranes. On notera 
la viscosité du liquide, la durée de l’opération (qui sera forcé- 
ment assez longue), la température du liquide. 

« Enfin le filtrat (ou une partie du filtrat) sera toujours 
éprouvé & l’étuve, el, s'il est nécessaire de faire des inocula- 
lions, on se rappellera que les éléments ultrafilltrables ont 
peut-étre traversé la membrane en trés petit nombre. Il sera 
donc nécessaire d’inoculer une grande quantité de liquide. » 


Appareil pour cultures microbiennes en ultrafiltration 
ou en dialyse. 


Proctpi PERSONNEL (2). 


Il peut étre intéressant d’étudier heure par heure ou jour 
par jour les produits solubles microbiens (toxines, antivirus, 


(1) Haupuroy. Loe. ett., p. 2412. 
(2) R. Le Guyon. C. R. Soc. Biol., 106, 1930, p. 242. 
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tuberculines, etc.) et cerlains virus filtrables, en faisant des 
ultrafiltrations sur sacs en collodion. 

Dans ce but, nous avons fait construire un petit appareil 
comprenant un tube & boule dont la contenance est de 300 cent. 
cubes. Ce tube est ouvert aux deux extrémilés. La partie supé- 
rieure du tube ou col de la boule a 3 centimétres de long sur 
2 cent. 4 de diamétre extérieur. L’extrémité inférieure est 
légérement rodée & la famme pour permettre l’introduction 
des sacs de collodion. Les tubes-moules servant 4 préparer les 
sacs correspondent aux mesures suivantes : 12 cenlimétres de 
long sur 2 cent. 4 de diamétre intérieur. Les sacs de collodion 
sont fabriqués par le procédé interne qui donne des résultats 
beaucoup plus satisfaisants que nimporte quel autre procédé 
et dont nous avons déja longuement donné les détails opéra- 
tuires. 

Le collodion employé répond a la formule suivante : colon- 
poudre, 40 grammes; alcool a 95°, 460 cent. cubes; éther, 
500 evnt. cubes. 

Les temps de séchage des sacs sont : tubes-moules en posi- 
tion renversée sur un portoir guinze minutes, roulement & plat 
sur la table deux minutes, tubes en position droite quinze 
minutes. Les sacs secs doivent avoir 1/100 de millimétre 
d’épuisseur au micrométre Reineckert. 

La plus grande difficulté réside dans la stérilisation de 
lappareil, le sac une fois monté, car celui-ci résiste mal a 
Yautoclave a 115° el au moindre mouvement il se déchire. 
D'autre part, si l'on stérilise simplement & 100° ou 105°, la 
stérilisation peut étre insuffisante et l’on a souvent des conta- 
minations par des spores de B. subsi/is qui ont résisté. Pour 
éviter ces inconvénients, nous croyons préféiable de stériliser 
le sac dans Ja vapeur d’alcool & 90°. Le sac résiste trés bien. La 
stérilisation est parfaite et les propriétés de la membrane 
filtrante, en particulier la porosilé, ne sont pas modifiées. 
Voici les détails opératoires d'aprés leur ordre d’exécution. 

1° Le sac est fabrigué par le procédé interne ; 

2° Les tubes-moules sont plongés dans de l'eau a 80°, mais 
portée au préalable a l’ébullition ; 

3° Les sacs sont montés sur les tubes a boule stérilisée aupa- 
ravant au four & flamber: 
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4° Le gros tube en pyrex servart a recueillir Vultrafiltrat 
mesure 25 centimétres de long sur 4 centimétres de diamétre 
intérieur (4). Il est stérilisé & Vavance au four a flamber. Ce 
gros tube est monté en force avec de la bourre de coton cardé 
sur le tube & boule; 

5° On stérilise tout Vappareil, monté sur un support, & 


Vautoclave a l'aleool & 105° pendaut un quart d’henre. Le sac 


Fis. 1. — Appareil pour cullures microbiennes en ultrafiltration ou en dialyse. 


est rempli avec de l’alcool & 80° dans lequel il plonge aussi; 

6° On vide aseptiquement le sac et le tube support de tout 
alcool ; 

7° On lave a eau stérile ; 

8° On remplit le sac avec le bouillon de culture; 

9° L’appareil est mis & |’étuve & 37° pendant vingt-quatre 
heures ; 

10° Si le bouillon est resté clair, le lendemain on ensemence 


(1) Nous avons fait construire des tubes en pyrex munis de robinet a la 
partie inférieure. 
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le sac avec la culture microbienne, apres avoir complélé le 
volume & 250 cent. cubes avec du bouillon stérile. 

Il est aisé de travailler en série avec une douzaine de tubes & 
boule. 

Les appareils mettent environ soixante-douze heures a 
ultrafiltrer entidrement; le niveau du bouillon & l’intérieur du 
tube 2 boule arrive alors & la hauteur du sac. Si l’on fait donc 
des cultures demandant trois semaines et plus (comme c est le 
cas pour le bacille tuberculeux), il est nécessaire de renouveler 
le liquide de culture tous les deux & trois jours. 

Notre appareil permet.de faire des études intéressantes sur 
les produits solubles microbiens. 


Lultrafiltration sur sacs armés (1). 


Procip& PERSONNEL. 


Dans le but de rechercher si, avec une pression plus élevée, 
tout en utilisant les sacs de méme série de fabrication, on 
pouvait ultrafiltrer un virus qui serait retenu sur un sac soumis 
& une pression moindre, nous avons imaginé un petit dispositif 
facile & fabriquer soi-méme avec les moyens ordinaires du labo- 
ratoire. 

Les sacs sont montés stérilement sur les tubes supports de 
15 centimétres de longueur sur 15 millimétres de diamétre 
intérieur. Quand le sac a collé de lui-méme au verre, on ajoute 
plusieurs tours de fil, puis on le vide de son ultra-eau et on le 
remplit de trés petites perles de verre (perles de passemen- 
terie). Ce ne sont pas & proprement parler des perles. Elles ne 
sont pas perforées. Ce sont plus exactement de petits grains de 
verre trés fins de 25/100 de millimétre que !’on colle sur 
certaines robes du soir pour leur donner un aspect brillant. 
On enfonce un bouchon de liége fait a l’emporte- piace et ayant 
juste le diamétre intérieur du tube support. On tasse ainsi les 
perles et, pour éviter qu’elles repoussent le bouchon lors de la 
filtration sous pression, on adapte une petite baguette de verre 


(1) R. Le Guyon. C. R. Soc. Biol., 403, 1930, Doli; 
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qui appuie d’une part sur le bouchon de liége et, d’autre part, 
a l’extrémité du tube de verre coudé qui est monté sur bouchon 
de caoutchouc et sert a faire le vide. 

Le sac ainsi armé est plongé dans un gros tube de verre de 
23 millimétreside diamétre intérieur et 23 centimetres de lon- 
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Fie. 2. — Appareil a ultrafiltration sur sac armé. 


gueur, rempli du liquide a ultrafillrer et monté en force avec 
du coton cardé sur le tube support, de telle facon que le 
liquide ne monte jamais au-dessus du point maximum ot le 
sac de collodion adhére au tube support. Il est indispensable, 
pendant l’ultrafiltration, de faire glisser le tube extérieur sur le 
tube support, grace au montage en force sur coton cardé pour 
que le niveau du liquide @ ultrafillrer ne tombe jamais au- 
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dessous du bord inférieur du tube support, sans quoi (des bulles 
d’air passeraient & l’inlérieur de ce tube. 

L’ultrafiltration a lieu de dehors en dedans. Le liquide 
ultrafiltré passe entre le bouchon de liége et le tube support & 
l'intérieur duquel il monte. L’opération terminée, il n’y a plus 
qu’a enlever le bouchon de caoutchouc et & prélever avec une 
pipette & boule le liquide ultrafiltré. Le sac ainsi monté résiste 
a une pression de 76 centimétres de Hg. 

Voici quelques détails sur le montage stérile du sac. On 
opere avec de la verrerie stérilisée au préalable au four a 
flamber. Les perles de verre sont aussi stérilisées d’avance. Le 
montage du sac doit se faire stérilement avec des gants sté- 
riles, dans un cristallisoir rempli d’ultra-eau. Celte opération 
se fait dans une chambre d’ensemencement contigué & une 
chambre étuve. La chambre d’ensemencement est analogue a 
celles qui servent pour les cultures de tissus. Les murs de la 
chambre sont lavés & l’eau glycérinée & 5 p. 100 pour coller les 
microbes. Néanmoins, malgré toutes ces précaulions, il arrive 
quelquefois que les sacs ne soient plus stériles. 

Nous préférons done stériliser les sacs armés dans l'auto- 
clave 4 l’alcool. On met de l'alcool 4 80° dans le tube monté en 
force. On fait le vide. L’alcool monte 4 l’intérieur des perles. 
On stérilise dans l’autoclave a l’alcoul, & 105" pendant quinze 
minutes. On vide ensuite l’alcool aseptiquement. On lave avec 
de l’eau stérile & plusieurs reprises, en faisant le vide dans 
Vappareil. De la sorte les perles se trouvent débarrassées de 
toute trace d’alcool. On vide aseptiquement l'eau de lavage. 

L’appareil est alors prét a étre utilisé. 


L°uLTRAFILTRE DE GRABAR. 


Grabar et Joseph Weill (1), s'inspiraut des filtrations sous 
pression de Lucke et de Augsburger, ont donné un appareil a 
ultrafillration des liquides organiques qui est trés pratique. 

Leur appareil se compose : 

4° D’un manchon de verre (hauteur 12 centimétres, dia- 
métre 33 centimétres) avec, & sa partie supérieure, un rebord 


(1) Grasar et Joseph Wert. C. R. Soc. Biol, 104, 1930, p. 398. 
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rodé et terminé & sa partie inférieure par un céne, également 
rodé; 

2° D’'un couvercle a fermeture par rodage qui se termine par 
un tube & olive sur lequel se fixe le tube 4 pression ratlaché a 
une bombe d’azote. La fermeture se fait 4 l’aide d’une mon- 
ture métallique 4 vis et de bagues de caoutchouc interposées 
entre la monture, le couvercle et le manchon. Le filtre porte- 
cartouche en verre est perforé de 80 trous sur sa partie cylin- 
drique; celle-ci s’élargit & la base en un cone rodé qui s’adapte 
exactement sur le céne du manchon. L’étanchéité est parfaile. 
La membrane est préparée d’aprés la méthode de Giemsa avec 
du collodion acétique 4 10 p. 100. Il ne se produit pas d’adsorp- 
tion par la membrane pendant la filtration. 

Cet appareil peut étre difficilement adapté aux besoins de la 
bactériologie, car sa stérilisation est peu aisée. Toutefois, lors- 
qu il s’agit d’étudier des produits solubles ou des pigments bac- 
tériens, l'appareil peut étre utile. Nous avons eu l’occasion de 
nous en servir au cours de nos recherches. Nous remplacions 
le collodion acétique par le collodion ordinaire (formule 
donnée plus haut). 


L’&LECTRO-ULTRAFILTRE DE BRONFENBRENNER. 


J. Bronfenbrenner (1) a fail construire un ultrafiltre pour élec- 
trodialyse formé de trois espaces concentriques cylindriques, 
espace moyen étantlimité par deux capsules d’alundum percées 
de trous et couvertes d’une membrane de collodion. 

Le pole positif est formé par un charbon de lampe a arc foré 
entitrement et contenant deux tubes concentriques, l’un pour 
Varrivée, autre pour le départ de l’eau dans |’espace intérieur. 
Le pole négatif est formé par une toile métallique de laiton 
assez exactement appliquée sur la couche extérieure de collo- 
dion. ll ya une circulation d’eau dans l’espace extérieur et l’on 
peut employer ainsi un voltage élevé sans que la température 
risque de s’élever. 

On prévoit la possibilité d’une concentration du liquide 
moyen par dialyse. On peut faire arriver de l'eau distillée dans 


(1) J. J. BRONFENBRENNER. Journ. of Gen. Physiology, 10, 1926, p. 23-26. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. LI, n° 3, 1933. 27 
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ce compartiment pour éviler que cette concentration se pro- 
duise. 

Si l'on veut pouvoir renverser le sens du courant, on emploie 
un conducteur externe en nickel. 

On peut suivre & l’ampéremétre le départ des électrolytes du 
liquide. La dialyse de 20 cent. cubes de bouillon par l’électro- 
phorése dure quatre fois moins de temps que lorsqu’on laisse 
la dialyse se faire seule dans cet appareil, sans y combiner 
l'électrophorése. L’électro-ultrafiltre de Bronfenbrenner est tres 
pratique pour débarrasser les solutions colloidales de leurs élec- 
trolytes. 


CHAPITRE II 


LES RESULTATS 


DifFERENCE ENTRE L’ ULTRAFILTRATION CHIMIQUE 
ET L’ULTRAFILTRATION BACTERIOLOGIQUE. 


Lorsqu'ils font les ultrafiltrations, les chimistes et les bac- 
tériologistes poursuivent des buts fort différents. Les chimistes 
désirent retenir les colloides sur leurs filtres en collodion. Par 
conséquent ils ont intérét & employer des filtres assez durs, et 
la perméabilité de leurs-membranes filtrantes leur importe 
peu. 

Au contraire, ce qui intéresse surtout les bactériologistes 
c'est ce qui passe a travers les ultrafiltres et non plus ce qui 
est retenu. 


L’ ULTRAFILTRATION MOYEN DE SEPARATION DES ULTRAVIRUS 
ET DES PRODUITS SOLUBLES MICROBIENS. 


L’ultrafiltration est une méthode qui rend de grands services 
pour l'étude des ultravirus. C’est une méthode pratique de 
séparation des germes. Comme le dit Hauduroy (4) dans son 
ouvrage, « les ultravirus semblent mieux ultrafiltrer que filtrer. 


x 


Le passage & travers les membranes de collodion est plus 


‘ (1) P. Haupuroy. Loc. cié., 1929, p. 243. 


RECHERCHES SUR L’ULTRAFILTRATION EN BACTERIOLOGIE 395 


facile, plus régulier et c’est toujours en le tentant que l’on 
devra commencer les recherches ». 

Lultrafiltration permet donc de séparer les ulltravirus. Elle 
permet en outre de rechercher quelles sont les dimensions des 
ultravirus. 

On a cherché a ullrafiltrer la plupart des ultravirus. Mais il 
faut bien dire que beaucoup d’expériences sont sans-valeur, car 
ayant été faites par différents auteurs qui employaient des 
sacs préparés par des procédés différents, ayant des porosités 
trés variables, les résultats obtenus sont loin d’étre compa- 
rables. Ii n’entre pas dans notre intention d’essayer d’énumérer 
toutes les expériences faites par les nombreux auteurs qui se 
sont occupés de l’ultrafiltration. Elles font l'objet d'une biblio- 
graphie considérable et les résultats sont rapportés dans divers 
ouvrages. Nous préférons, dans ce mémoire, nous contenter de 
consigner quelques expériences Hine tnire que nous avons 
faites au cours de ces derniéres années. 


LYULTRAFILTRATION MOYEN DE MENSURATION 
DES DIMENSIONS DES ULTRAVIRUS (41). 


Théoriquementle probléme revient 4 mesurer les pores d’un 
ultrafiltre. Connaissant la dimension des pores, a supposer 
encore qu’ils soient tous égaux entre eux, on déduirait la 
dimension de l’ultravirus filtré. 

Parmi les quatre méthodes proposées : méthode de la per- 
méabilité pour l’air, méthode de la filtration des émulsions, 
méthode 4 Vhémoglobine de Bechhold, méthode de la filtration 
de l'eau, nous avons retenu les deux derniéres, dont nous avons. 
parlé & propos des tests des sacs. Mais pratiquement les phéno- 
ménes d’adsorption interviennent pour compliquer le probléme. 

Borrel, en employant la technique de la surcoloralion 
(méthode de coloration des cils par mordangage fractionné au 
tannate de fer), a pu voir des ultravirus, sans avoir besoin de 
les séparer d’abord par ultrafiltration. 

Bechhold et Villa (2) ont traité les ultravirus par du chlorure 


(1) Voir Rivers. Fillerable v.ruses. Baillitre et Tyndall, éditeurs, Londres, 
1928, p. 75. 
(2) Becunorp et Vitta. Centralbl. f. Bakt., 97, 1926, p. 162. 
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d'or et ont ensuite ultrafiltré le mélange. L’excés de réactif 
était retenu par l’ultrafiltre. Les ultravirus ayant fixé une petite 
partie d’or ultrafiltraient. Le filtrat est étalé sur un porte- 
objet et flambé. Le chlorure d’or fixé sur les ultravirus réduil 
a l'état d'or métallique n’est pas encore visible. I] faut renforcer 
la préparation par l’aldéhyde formique en solution alcaline. 
Apres traitement par le ferricyanure de potassium, qui ne 
laisserait subsister que les particules d’or déposées au niveau 
des éléments recherchés, on peut voir les ultravirus 4 l’ultra- 
microscope. Les auteurs auraient ainsi vu le bactériophage qui 
mesurerait de 35 & 100 millimicrons. 


Sur l'ultrafiltration du bactériophage. 


EXPERIENCE PERSONNELLE (1). 


Plusieurs auteurs ont recherché si le bactériophage dialysait 
ou ultrafiltrait sur sacs en collodion. D’Hérelle (2) ayant effectué 
des dialyses avec une série de sacs en collodion de porosité 
croissante a remarqué qu’avec quelques centimetres cubes d’un 
mélange de 10 cent. cubes d’un filtrat Shiga-bactériophage 
+100 cent. cubes d’eau physiologique +2 cent. cubes de 
sérum antitétanique, dans-tous les sacs ot l'antitoxine passait, 
les bactériophages passaient et que les bactériophages étaient 
retenus quand l’antiloxine était. Wollman (3) a observé en 
dialyse inverse qu’avec des « sacs trés perméables » (sans indi- 
quer aucune précision sur leur perméabilité), il y a passage du 
bactériophage, tandis qu'il y a rétention avec des sacs moins 
perméables (collodion & 4 p. 100, formule non donnée). Leva- 
diti et Nicolau (4) avec des sacs & deux couches préparés avec du 
collodion Poulenc a 6 p. 100 et filtration grace & un « dispositif 
particulier » (non exposé) permeltant une pression de 10 a 
12 centimétres de Hg, ont vu que les mémes sacs se laissent 
traverser partiellement par le bactériophage dysentérique. 


(1) R. Le Guyon. C. R. Soe. Biol., 103, 1930, p. 715 et 717. 

(2) D'Héretie. Le Bactériophage et son comportement, 2° édit., 1926, p. 250. 
(3) Wottman. C. R. Soc. Biol., 84, 1921, p. 3. 

(4) Levapitr et Nicorav. C. R. de lAcad. des sc., 176, 1923, p. 717. 
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Comme l’écrit avec raison d’Hérelle : « dire, comme certains 
auteurs l’ont fait, « qu'il y a passage » ou « quil n'y a pas 
passage » a travers les membranes de collodion, sans spécilier 
quelle porosité avait la membrane en expérience, n’a aucun 
sens ». Nous croyons méme devoir ajouter qu'une ultrafiltration 
faite sur filtres en collodion sans en préciser rigoureusement 
le mode opératoire nous a semblé étre sans valeur, en raison 
méme des nombreuses variables qui entrent en jeu lors de la 
préparation des filtres. Il arrive méme qu’une série d’uitra- 
filtres, fabriqués le méme jour par le méme procédé, donne des 
résultats variables, si l'on n’opere pas absolument dans les 
mémes conditions. 

Nous avons donc dé nous contenter de préparer des ultra- 
fillres, de telle fagon que l’expérience pit étre répétée par un 
autre upérateur avec le maximum de chances de se retrouver 
dans les mémes conditions expérimentales. Aussi, nous 
sommes-nous efforcé de préparer, par notre procédé, 40 sacs 
aussi identigues & eux-mémes que possible. Les sacs secs 
mesuraient 1/100 de millimétre au micrométre Reineckert. 
Les sacs témoins débitaient 15 cent. cubes d’eau a l’heure sous 
pression de 35 cent. cubes d’eau. A titre d’indication grossiére, 
ils Jaissaient tous passer le rouge Congo (1 cent. cube d’une 
solution a1 p. 100). 

Les sacs étaient stérilisés au préalable & l’autoclave & alcool. 

Les tubes filtres sont alors remplis de 20 cent. cubes de 
bactériophage anti-co/z en bouillon lysant au 11°—7. De gros 
tubes de 23 centimétres de long sur 23 millimétres de diamétre 
intérieur sont remplis avec 10 cent. cubes de bouillon ense 
mencé avec I goutte d'une émulsion en bouillon de B: col faite 
a partir d’une culture sur gélose de moins de dix-huit heures. 
Ces tubes sont montés en force avec du coton cardé stérilisé 
sur les tubes-support, de telle fagon que l’ultrafiltre en collo- 
dion ne plonge jamais dans ces tubes, méme lorsque l'ultrafil- 
tration est terminée. Les appareils sont aussitot portés a l’étuve 
a 37°. Aprés vingt-quatre heures, tous les tubes contenant 
B. coli + ultrafiltrat ainsi que les tubes de B. colz témoins 
sont troubles. Les témoins, bactériophages + B. coli ont lysé. 
Sur plusieurs centaines d’ullrafiltrations, faites dans ces con- 
ditions bien précisées, aucun tube n’a jamais lysé macroscopi- 
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quement. Toutefois, dans une expérience, une goutte de filtrat 
ensemencé sur gélose inclinée a donné, dans quelques tubes, 
quelques rares plages de bactériophages. 

Nous avons voulu voir si le méme bactériophage anti-col 
ultrafiltrait sur les mémes filtres, mais sous une pression bien 
élevée. Pour cela, nous avons essayé l'ultrafiltration de ce 
méme hactériophage anti-co/i sur nos sacs armés en opérant 
sous 60 centimétres de Hg. Le bactériophage n’a pas passé 
dans ces expériences, & travers les sacs de collodion préparés 
d’aprés le mode opératoire donné plus haut. Peut-étre l’adsorp- 
lion par les perles entre-t-elle en jeu? 

Comme conclusion de ces expériences, nous nous bornons a 
constater que nous n’avons jamais observé macroscopiquement 
ultrafiltration du bactériophage anli-co/z (sauf quelques plages 
sur gélose indiquant passage partiel dans quelques cas) dans 
les conditions précises d’expérience dans lesquelles nous nous 
sommes placé. Le collodion employé donne done, par le pro- 
cédé interne, des ultrafiltres dont la perméabilité se trouve 
étre & la limite du passage du bactériophage (1). Avec des sacs 
a porosité plus grande obtenus par des procédés différents ou 
avec des membranes différentes (acétylcellulose, viscose), il est 
possible qu’on puisse voir ultrafiltrer le bactériophage, et 
d’autres virus dits filtrables. 


Ultrafiltration de la pyocyanine. 


EXPERIENCE PERSONNELLE (2). 


La pyocyanine, pigment du bacille pyocyanique, a été étu- 
diée par Gessard (3). Elle est bleue. La coloration verle des 
bouillons est due & un mélange de pyocyanine bleue avec un 
pigment fluorescent vert. Dans les vieilles cultures, la pyocya- 


(4) Il serait intéressant de refaire les mémes expériences avec différents 
bactériophages el, principalement,-avec un bactériophage anti-Shiga. On 
peut encore se demander si tous les baclériophages sont semblables et ont, 
par conséquent, le méme diamétre. 

(2) R. Le Goyon. C. R. Soc. Biol., 108, 1931, p. 1224. 

(3) Gessarn, De la pyocyanine et de son microbe. Thése Paris, 1882. Ces 
Annales, 1890, p. 88; ibid., 1891, p. 65. 
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nine se transforme en une substance jaune, le pyoxanthose, 
qui colore le bouillon en brun. 

La pyocyanine est soluble dans l'eau et le chloroforme. Ses 
solutions aqueuses sont virées au rouge par les acides faibles 
et se recolorent en bleu sous l’influence des alcalis. 

Nous avons préparé la pyocyanine & partir de cultures en 
eau peptonée. On alcalinise par l’ammoniaque, on ajoute du 
chloroforme, on verse dans une ampoule & décantation, on 
agite, laisse déposer et décante le chloroforme devenu bleu. 
Le chloroforme a dissous, en méme temps que la pyocyanine, 
les matiéres grasses. I] est nécessaire de la purifier. On lave la 
solution chloroformigque avec de l’eau acidulée par l'acide 
chlorhydrique. Seule, la pyocyanine est dissoute par l’eau aci- 
dulée qui vire au rose. On décante. On alcalinise 4 nouveau 
par l’ammoniaque. La pyocyanine revire au bleu. On extrait 
& nouveau la pyocyanine par le chloroforme. On |l’évapore au 
bain-marie. On redissout le résidu par de l’eau distillée. On a 
enfin une solution aqueuse de pyocyanine pure. 

Nous avons ultrafiltré la pyovyanipe ainsi préparée sur des 
sacs en collodion préparés par le procédé que nous avons déja 
indiqué. La pyocyanine ultrafiltre entiérement. Dans des cul- 
tures faites en ultrafiltration avec notre appareil, la pyocya- 
nine est décelée par le chloroforme dans le filtrat. Enfin, la 
pyocyanine passe encore, si on l’ultrafiltre, avec l'appareil de 
Grabar, sous pression de 2 kilogrammes d’azote, avec un filtre 
de collodion ordinaire a trois couches. 

La pyocyanine est done ultrafiltrable, ce qui confirme bien 
la nature cristalloide de ce pigment bactérien. 


Séparation par ultrafiltration de liquides de cultures 
en milieu synthétique, 
du poison exogéne du bacille tuberculeux dit « tuberculine ». 


ExpiriesCE PERSONNELLE (1). 


Les tuberculines généralement employées sont des produits 
complexes et forcément impurs. Par le fait méme de leur mode 


(1) R. Le Guyon et Atsent- We. C. R. Soc, Biol., 404, 1930, p. 1327. 
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de préparation, la plupart d’entre elles contiennent, outre les 
constituants propres du milieu (protéines du bouillon de cul- 
ture, glycérine, etc.), des poisons non seulement exomicrobiens, 
mais encore endomicrobiens. Les corps bacillaires subissent, 
en effet, au cours des chauffages et de la concentration au 
dixiéme, des altérations certaines provoquant des désintégra- 
tions des produits dont quelques-uns passent dans le liquide. 
De plus, les procédés de séparation de ces corps bacillaires du 
milieu de culture sont en général assez grossiers (filtration sur 
papier Chardin, voire méme sur bougies Chamberland ou Ber- 
kefeld). 

Nous nous sommes demandeé si les propriétés du poison parti- 
culier, dénommé tuberculine, sont uniquement dues a une 
sécrétion exogéne du corps bacillaire comparable, dans la 
mesure ou cela est possible, & des exotoxines, ltelles que les 
toxines diphtérique ou télanique, ou bien si elles sont dues a 
ce mélange de produits complexes étudiés jusqu’a présent sous 
le nom de tuberculines. Quelque étrange que cela puisse 
paraitre, cette question n'a jamais été tranchée expérimenta- 
lement avec netleté, et d'une facon définitive, malgré les nom- 
breuses publications faites sur les tuberculines. 

Pour tenter de résoudre ce probléme, nous avons fait des 
cultures en boites de Roux, sur un milieu synthétique de choix, 
de pl 6,9, dont la formule a été précédemment établie par 
MM. Borrel, de Coulon, Boez et Quimaud (1), et & partir de 
bacilles bovins, souches Vallée, Behring et Strasbourg IIL. 
Les cultures ont été trés abondantes ; elles donnent une tuber- 
culine exempte de peptone. Le liquide de cullure a été prélevé 
avec des pipettes & boule et versé dans des ultrafiltres en col- 
lodion. Les sacs de collodion ont été préparés par notre procédé 
interne. Le collodion répondait 4 la formule suivante : coton 
poudre 40 grammes, alcool 4 95° 460 cent cubes, éther 500 cent. 
cubes. Les tubes-moules employés ont 11 centimétres de long 
sur 25 millimétres de diamétre intérieur. Le temps de séchage 


(1) Borret, pz Couron, Borz et Quimauo. C. R. Soc. Biol., 86, 1922, p. 388. 
Formule du milieu synthétique : sulfate acide de potassium 0 gr. 23, 
monophosphate de potassium 0 gr. 50, sulfate de magnésium 0 er. 25, nitrate 
de sodium 1 gramme, carbonate d’ammonium 1 gramme, asparagine 4 gr. 50, 
glucose 5 grammes, mannite 5 grammes, glycérine 20 grammes, silicate de 
potassium 0 gr. 02, sulfate de fer 0 gr. 03, eau distillée 1.000 grammes. 
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des sacs était de quinze minutes. Les sacs secs avaient 1/100 
de millimetre d’épaisseur. 

Avec le liquide ultrafiltré, nous avons pratiqué des cuti- 
réactions sur des cobayes tuberculeux de trente jours, ayant 
recu par voie sous-cutanée 1 cent. cube d’une émulsion de 
Bacilles bovins, souche Vallée, au titre de 1/100 de milli- 
gramme par centimétre cube. Dés les douze 4 vingt-quatre 
premiéres heures qui suivent l’application du liquide ultra- 
filtré, apparaissent des cuti-réactions, avec larges infiltrations 
cedémateuses du trait de scarification. A lheure actuelle, les 
cuti-réactions sont les meilleurs procédés dont on dispose pour 
déceler la présence de ce que l'on appelle la « tuberculine ». 
Nos expériences prouvent que la tuberculine est un poison 
exomicrobien, diffusible et ultrafiltrable. 

En oulre, Ja préparation de la tuberculine, @ partir de cul- 
tures sur milieu synthétique simplement ultrafiltrées (et non 
pas 4 partir de cultures en bouillon glycériné concentrées, puis 
filtrées), permet seule d’obtenir une tuberculine contenant les 
poiscns exogénes du bacille tuberculeux. 


Sur Vultrafiltration de la toxine 
et de l’'anatoxine diphtérique. 


EXPERIENCE PERSONNELLE (1). 


En traitant un mois 4 l’étuve la toxine diphltérique par le 
formol, Ramon a préparé une anstoxine qui n’est plus toxique 
et possede un pouvoir vaccinant. Les modifications que subit 
la toxine sous ]’influence du formol correspondent-elles & des 
modifications de ses caractéres physiques ou chimiques? Il est 
possible que le formol exerce sur la toxine une action chi- 
mique. Ou bien, comme certains bactériologistes l’ont supposé, 
la molécule d’anatoxine est-elle une molécule de_ toxine, 
grossie, gonflée par le formol? Dans ce dernier cas, |’état phy- 
sique de la molécule doit étre modifié et il doit étre possible 
de s’en rendre compte en étudiant comparativement la toxine 


(1) R. Le Guron. C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 662. 
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et lanatoxine par les diverses méthoces physico-chimiques et 
en particulier par ultrafiltration. 

Nous avons préparé des sacs de collcdion par notre méthode 
habituelle. Nous insistons cependant tout particuli¢rement sur 
la rigueur avec laquelle sont préparés les sacs de collodion, et 
sur la nécessité absolue d’avoir des sacs 4 porosilé trés compa- 
rables les uns aux autres, en prenant soin de noter trés exac- 
tement les différents temps de séchage des sacs, le débit, 
l’épaisseur de Ja membrane stche mesurée au micrométre, etc. 
Les sacs sont stérilisés dans l’autoclave, 4 ’alcool. Nous avons 
titré Ja toxine diphtérique par la méthode d’Ehrlich. Son titre 
élait de 700 unités. Nous avons ultrafiltré la toxine et |’ana- 
toxine sur des ultrafiltres en collodion assez durs, mesurant 
0 mm. 01 au micrométre de Reineckert. En 1904, Manéa (4), 
sur les conseils de Borrel et dans son laboratoire, avait déja 
fait des essais d’ultrafiltration de toxine diphtérique et téta- 
nigue. Dans nos expériences, la toxine diphtérique non 
diluée, ultrafiltrée, tuait les cobayes en moins de vingt- 
quatre heures dans les mémes délais que la méme toxine 
pure non ultrafillrée. A partir de 1/400, elle ne tuait plus les 
animaux. 

L’expérience sur |’anatoxine ulirafiltrée et non ultrafiltrée a 
également comporté deux lots d’animaux. Le premier Jot de 
cobayes témoins a recu~trois fois de suite, & dix-huit jours 
d'intervalle, 1 cent. cube d’anatoxine de Ramon, titrant 
16 unités anatoxiques. Aprés ces délais, tous ces animaux 
étaient vaccinés, et supportaient l’inoculation de 1 cent. cube 
de toxine non diluée, soit 700 unités toxiques Ehrlich. Un 
deuxiéme lot de cobayes a été vacciné dans les mémes condi- 
tions et dans les mémes délais avec de l’anatoxine non diluée, 
ultrafiltrée sur filtres en collodion assez durs, ayant la méme 
porosité que Jes ultrafiltres en collodion ayant servi & lultra- 
filtration de Ja toxine diphtérique. Ce deuxiéme lot d’animaux 
vaccinés par l’anatoxine ultrafilirée a recu, le méme jour que 
le lot d'animaux témoins, 1 cent. cube de toxine diphtérique 
non diluée et non ultrafiltrée. Tous les animaux, sauf un, ont 
survécu & l’inoculation de 700 unilés toxiques Ehrlich. 


(1) Manga. C. R. Soc. Biol., 56, 1904, p. 317. 
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Il ressort de ces expériences que la toxine et |’anatoxine 
diphtériques non diluées, ultrafiltrées sur des ultrafilires en 
collodion, de méme porosité (et assez-durs pour retenir ces 
toxines a parlir des dilutions 4 1/400) passent a travers ces 
membranes ultrafillrantes, dans les mémes conditions expéri- 
mentales. 

Les ultrafiltres employés dans cette expérience Jaissaient 
passer le tournesol alcalin et retenaient lhémoglobine. Or, 
d’aprés le tableau de Bechhold, la grosseur des molécules de 
la toxine diphtérique est inférieure & celles de Il’hémoglobine, 
et supérieure a celles du tournesol. Si la molécule d’anatoxine 
était plus grosse que la molécule de toxine, ]’anatoxine devrait 
avoir un diamétre sensiblement égal ou supérieur & la molé- 
cule dhémoglobine, et aurait donc dt étre retenue comme 
Vhémoglobine sur les ultrafiltres. Par conséquent, on peut 
conclure que l’analoxine a une grosseur moléculaire sensible- 
ment égale & celle de Ja toxine diphtérique. Dans ces condi- 
tions, il ne semble pas que le formol fasse subir 4 la toxine 
diphtérique un changement de ses caractéres physiques (gros- 
seur moléculaire en particulier). Nous supposons au contraire 
que le formol doit agir sur les groupements aminés de la toxine 
et donner des dérivés méthyléniques. 


Intérét des méthodes électriques combinées 
a lultrafiltration. 


EXxprriENCE PERSONNELLE. 


Nous n’avons pas encore pu expérimenter 1’électro-ultra- 
filtre de Bronfenbrenner. L’appareil américain cotitant fort 
cher (6.000 francs environ), nous avons df nous contenter de 
monter nous-méme l'appareil, en important simplement les 
timbales en alundum ; et notre montage n’est pas encore 
actuellement terminé. Nous remercions Bronfenbrenner, 
qui fut notre ancien maitre & Harvard Universily, des ren- 
seignements gu’il a bien voulu nous donner au sujet de son 


-appareil. 
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Murphy (4) a appliqué l’électrofiltre de Bronfenbrenner a 
l'étude du virus du sarcome de Rous. En éliminant les sels par 
électrodialyse, Murphy obtint au pdle positif un précipilé, qui, 
inoculé & des poules, reproduisit le sareome de Rous 
typique. 

Nous avons nous-méme eu l'idée de combiner les méthodes 
de cataphorése et d’ultrafiltration pour essayer de mettre en 
évidence divers virus et en particulier certains virus supposés 
des cancers en les concentrant par la cataphorése, et en les 
ultrafiltrant ensuite. Nous avons étudié ainsi les virus de 
lencéphalite et de la vaccine. 

Nous avons toujours échoué dans la concentration par cata- 
phorése du virus du sarcome de Rous, des virus encore hypo- 
thétiques du sarcome du rat de Jensen, et de |’adéno-carci- 
nome spontané de la souris. Mais, pour négatives que soient 
ces expériences, nous tenons a en dire quelques mots, car 
nous avons la conviction que cette méthode est r2che despe- 
rances pour l|’étude des virus cancéreux el nous croyons que 
d’autres expérimentateurs pourraient réussir la of nous avons 
échoué. Ces essais de concentration par cataphorése ont été 
faits soit avec les tubes a cataphorése bactériologique de 
Vilés (2, 3), soit avec le tube trident de Lépine (4). Les 
émulsions des cancers ont été faites dans du liquide de 
Tyrode, de pH 8,0 & 8,2. Nous avons eu le tort de ne pas faire 
le transport dans une gamme de pli variés, car il est fort pos- 
sible que le transport ne se fasse qu’a un certain pH. Pour le 
Rous, nous avons fait passer le courant pendant deux heures, 
7 milliamperes, le voltage aux bornes étant de 72. L’inocula- 
tion de 8 cent. cubes recueillis aux deux pdles, positifs et 
négatifs, dans le pectoral de poules, n’a donné lieu au dévelop- 
pement d’aucune tumeur. 

La cataphorése de l’émulsion du sarcome de Jensen broyé, 
faite pendant une heure vingt, sous 2,6 milliampéres, le voltage 
aux bornes étant de 36, nous a donné aussi des résultats 


ae Murray, In Report of the International Conference on Cancer. London, 
1928, p. 35. 
(2) Viks. Précis de chimie physique, Vigot, éditeur, 1929, p- 308. 
Vits. Travaux pratiques de physique biologique, Vigot, éditeur, 1927, p. 47. 


3 
(4) Lipine. C. R. Soc. Biol., 105, 1930, p. 282. 
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négatifs. Mais ces expériences sont & reprendre. A supposer 
que l’on réussisse la concentration de ces virus, il resterait 
alors a les ultrafiltzer. 


Conclusions. 


Dans ce mémoire, aprés avoir établi d’une facgon incontes- 
table la priorité qui revient & Borrel dans la découverte de 
Vultrafiltration, nous avons presyue uniquement rapporté nos 
expériences personnelles. A savoir : 

1° Un procédé personnel de préparation des sacs de collo- 
dion, aves indications complétes sur le montage, la stérilisation 
et les-tests des ultrafiltres. Ce procédé simple, rapide, précis, 
permet d’obtenir un trés grand nombre de sacs, 4 peu prés 
tous identiques & eux-mémes et donnant par conséquent des 
résultats comparables. Pour cela notre méthode nous parait 
supérieure & toules celles indiquées jusqu ici. 

2° Un appareil pour cultures microbiennes en ultrafiltration 
ou en dialyse, permettant de poursuivre des cultures pendant 
des mois. 

3° Un procédé d’ultrafiltration sur sacs armés, facile a réaliser 
soi-méme au laboratoire et supportant la pression de 76 centi- 
métres de Hg. 

4° Des expériences sur lultvafiltration du bactériophage. 

5° Lultrafiltration de la pyocyanine. 

6° L’ultrafiltration de la tuberculine, avec démonstration de 
la nalure exo-microbienne de ce poison du bacille tuberculeux 
et Vindication que le seul moyen d’obtenir une ltuberculine 
pure est de la préparer en cultivant le bacille tuberculeux en 
milieu synthétique en cultures en ultrafillration. 

7° L’ultrafiltration de la toxine et de l’anatoxine diphté- 
riques en démontrant que l'une et l’aulre doivent avoir sensi- 
blement la méme grosseur moléculaire, et que, par conséquent, 
le formol ne doit pas exercer une transformation physique de 
la molécule de toxine diphtérique en la rendant atoxique. Nous 
supposons, au contraire, que le formol agit sur les groupe- 
ments aminés de la toxine. 

8° Des tentalives, infructueuses d’ailleurs, de concentration 
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par la cataphorése, de divers virus cancéreux connus (virus 
filtrant du sarcome de Rous) ou hypothétiques (sarcome de 
Jensen du rat, adénocarcinome spontané de la souris). Nous 
avons attiré l’attention sur lintérét que peuvent présenter les 
méthodes électriques combinées a [ultrafiltration pour des 
essais de mise en évidence des virus cancéreux, par destruc- 
tion de leur symbiose supposée avec les cellules cancéreuses 
(théorie de Borrel). 
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